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1. Einleitung
1.1. Die Vielfalt der Papillomaviren und Humanpathogenese
Papillomaviren infizieren viele Wirbeltier-,Vogel- und Amphibien-Spezies (Sundberg, 1987), sind
aber strikt Wirts- und gewebsspezifisch (Rowson & Mahy, 1967). Alleine von humanen Papilloma-
viren (HPV) sind bereits 86 verschiedene Typen bekannt, 120 mögliche neue Typen sind teilweise
charakterisiert (zur Hausen, 2000). Sie bilden inzwischen die eigene Virusfamilie der Papilloma-
viridae (Van Regenmortel, 2001). Die Klassifizierung erfolgt anhand des Genoms. Direkte Sequenz-
Vergleiche der Leseraster von L1- und E6-Genen und der URR (Abschnitt 1.2) definieren einen
neuen Papillomavirus-Typ, wenn diese Sequenzen weniger als 90% Homologie zu bekannten Typen
aufweisen. Beträgt die Homologie zwischen 90-98% handelt es sich um einen Subtyp, bei einer
Homologie von über 98% wird der Virus als Variante eines bekannten Typs bezeichnet (Tyring, 2000).
Alle bisher identifizierten humanen Papillomaviren sind strikt epitheliotrop, sie infizieren aus-
schließlich Haut und Schleimhäute des Menschen. Man unterscheidet zwischen kutanen und
mukosotropen HPV-Typen. In der Gruppe der kutanen HPV-Typen findet man z.B. den Erreger der
plantaren Fußwarze (HPV1) oder der multiplen Warzen, die vorwiegend an den Händen
vorkommen (HPV2 und 4). Mindestens 20 verschiedene kutane HPV-Typen sind ausschließlich mit
der seltenen, erblichen Krankheit Epidermodysplasia verruciformis (EV) assoziiert. Hier resultieren
Infektionen mit den HPV-Typen 5 und 8 häufig in Krebs, wenn die Läsionen zusätzlich UV-
Strahlung ausgesetzt wurden (Pfister, 1992).
Mukosotrope HPV-Typen infizieren die Schleimhäute der Atemwege und des Genitalbereichs. Die
mukosotropen HPV-Typen, die durch sexuelle Übertragung den Genitalbereich infizieren, werden
üblicherweise in „high-risk“ oder „low-risk“  HPV-Typen unterteilt, je nach der Häufigkeit mit der
sie in Tumoren, insbesondere des Gebärmutterhalses (Zervix) vorkommen. Infektion mit einem
high-risk HPV-Typ resultiert dabei nicht zwangsläufig in der Entwicklung eines bösartigen Tumors,
es handelt sich vielmehr um ein seltenes Ereignis das von zusätzlichen, onkogenen Faktoren
abhängt. Die meisten zervikalen Dysplasien bilden sich von selbst wieder zurück (Nasiell et al,
1986). Dennoch ist das Zervixkarzinom die weltweit dritthäufigste Tumorart bei Frauen (Ponten et
al, 1995).Die high-risk Typen HPV16 und 18 sind häufig mit HSIL (high grade squamous
intraepithelial lesion) und Karzinomen der Zervix, Anus, Penis und Vulva verbunden. Zusammen
mit weiteren high-risk Typen sind sie an der Induktion von mindesten 90% aller Zervixkarzinome
(zur Hausen, 1996) beteiligt, wobei sensitivere Detektionsmethoden die Mutmassung erlauben, dass
100% der Zervixkarzinome virus-assoziiert sind (Walboomers et al, 1999). 
Die HPV-Typen 6 und -11, sowie -16 und -18 stellen die Prototypen für die low- bzw. high-risk
Klassifizierung von Papillomaviren dar. HPV6/11 findet man in über 90% aller Condylome
(Condyloma acuminata; Feigwarzen) und in sog. LSILs (low grade squamos intraepithelial lesions),
aber äußerst selten in Tumoren. HPV6/11 Infektionen stellen dennoch eine hohe Belastung für die
Patienten dar. Nach chirugischer Entfernung der Warzen bilden sich rasch neue aus. Besondere
Bedeutung kommt in diesem Sinne HPV6/11 Infektionen des Respirationstraktes zu. 
1Einleitung
Die wiederkehrende, laryngeale Papillomatose (recurrent respiratory papillomatosis; RRP) kann
durch multiples Auftreten von Warzen zu lebensbedrohender Atemnot führen. Entfernung der
Warzen resultiert oftmals in Ausbreitung der Infektion (Übersicht in: Shah & Howley, 1996). Die
Wiederkehr der Infektion resultiert zum Einen aus latent infizierten scheinbar gesunden Zellen
(Steinberg et al, 1983), die Ausbreitung der Papillome in Respirations- und Genitaltrakt ist zum
Anderen auf Infektion gesunder Zellen durch freigesetzte Virionen zurückzuführen. Besonders
schlimme Ausmaße nimmt RRP bei Kindern an. Die Infektion erfolgt während der Geburt und die
Krankheit ist bei den meisten Kindern noch vor dem 5. Lebensjahr ausgeprägt Hier können die
Infektionen in äußerst seltenen Fällen zu Krebs führen (Giullou et al, 1991).
1.2. Die Genome von Papillomaviren sind sehr einheitlich organisiert
Das Genom von Papillomaviren hat eine Größe von ca. 8kB und ist im Virion mit zellulären
Histonen assoziiert (Pfister et al, 1978)). Die schematische Darstellung des HPV16-Genoms (Abb.
1.1.) ist in seiner Organisation auf andere PV-Viren übertragbar, allerdings variiert die Länge der
einzelnen Leseraster sowie die Positionen wichtiger Promotoren. Nur einer der beiden DNA-
Stränge, der für 7-8 frühe und 2 späte Gene codiert, wird transkribiert. Dazwischen liegt eine
Region von ca. 1kB Länge, die man als URR (upstream regulating region) oder LCR (long control
region) bezeichnet. In der URR befinden sich der ori für die Replikation des viralen Genoms und
die Promotoren für die Expression der viralen Transkripte. 
Der  produktive Infektionszyklus aller HPVs ist eng an den Differenzierungsstatus des epithelialen
Gewebes gebunden (Abb. 1.2) Die Infektion erfolgt über Verletzungen des Hautgewebes. Dabei
werden Zellen des Stratum basale infiziert. Dort etabliert sich das Virus-Genom extrachromosomal
im Nukleus, mit ca. 50-100 Kopien pro Zelle (Dürst et al, 1985). Wenn sich die Basalzellen teilen,
2Einleitung
In gutartigen Läsionen befindet sich das HPV16-Genom im episomalen, zirkulären Zustand.
In Zervix-Karzinomen kann es in das zelluläre Genom integriert sein, die Leseraster für die E1/E2-Gene sind dann unterbrochen. Zum Vergleich der
Genomorganisation ist außerdem das BPV1-Genom abgebildet (Abbildung entnommen aus: Modrow & Falke).
Abb. 1.1 DARSTELLUNG DER GENOME VON HPV16 (A) UND BPV1 (B)
wird die virale DNA auf die beiden Tochterzellen verteilt Eine der beiden Tochterzellen wird
normalerweise keine weitere Mitose durchlaufen und von Stratum basale in das Stratum spinosum
wandern, wo die Differenzierung der Keratinozyten beginnt. Die andere Tochterzelle verbleibt im
Stratum basale und behält so einen „Vorrat“ an viralen Genomen (Persistenz). Mit der Ausdifferen-
zierung der Zelle beginnt im Stratum granulosum die verstärkte Replikation des Virus-Genoms, die
Synthese der viralen Kapsidproteine und die Zusammenlagerung des Viruskapsids (Stubenrauch et
al, 1999). Die Virionen werden von abschilfernden Zellen des Stratum corneum freigesetzt. Wenn
Zellen des Epithels mit der Differenzierung beginnen, teilen sie sich nicht mehr und der Nukleus
wird degadiert. Da die Replikation von Papillomaviren von Wirtszell-Enzymen abhängig ist, ist es
für das Virus folglich notwendig, die Zelle in einem teilungsfähigen Stadium zu halten (Abb. 1.2).
1.3. Die frühen Gene regulieren die Virusvermehrung in der Wirtszelle
Nach der Infektion werden zunächst die Proteine E1 und E2 exprimiert, sie spielen v.a. beim
produktiven Infektionszyklus eine Rolle. E1 ist ein Phosphoprotein mit einer Größe von 70-80kDa,
das für die Initiation der Replikation erforderlich ist und hat eine Helikase sowie ATPase Aktivität
(DelVecchio et al, 1992; Chiang et al, 1992). E1 bindet zunächst schwach an den viralen ori, diese
Bindung wird durch Interaktion mit E2 verstärkt, welches mit hoher Affinität an den ori bindet
(Mohr et al, 1990; Frattini et al, 1994). E2 wird dann wieder freigesetzt und E1 initiiert mit Hilfe
der zelleigenen DNA-Polymerase α-Primase die Replikation des Virus-Genoms (Park et al, 1994;
Masterson et al, 1998). 
E2 besteht aus 3 funktionellen Domänen und reguliert die virale Transkription. Die N-terminale
Domäne fungiert als Transkriptionsaktivator (Bouvard et al, 1994), die C-terminalen 90 AS
beinhalten die Dimerisierungsdomäne sowie die DNA-Bindedomäne, an die E2 als Dimer bindet.
Die dazwischen liegende Region bindet an palindromische Promotor-Sequenzen in der URR und
NORMALE ZELLE HPV-INIFZIERTE ZELLE
Keratin gefüllte, tote Hautzellen
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Abb. 1.2 DIFFERENZIERUNGSSTADIEN DES EPITHELS UND DAMIT VERBUNDENER PRODUKTIVER INFEKTIONSZYKLUS VON HUMANEN PAPILLOMAVIREN
reprimiert dadurch die Transkription der E6- und E7-Gene (Cripe et al, 1987; Bernard et al, 1989;
Romanczuk et al, 1992). Im produktiven Viruszyklus wird so wahrscheinlich von der Expression
der frühen auf die Expression der späten Gene umgeschaltet.
In  HPV-assoziierten Karzinomen ist das HPV-Genom meistens in das Wirtsgenom integriert, die
Öffnung des zirkulären Genoms erfolgt bevorzugt im E1/E2-Leseraster, das dabei oftmals
unterbrochen wird. Folglich wird die Expression von E6 und E7 nicht mehr reprimiert (Dürst et al,
1985; Cullen et al, 1991). Beide Proteine werden konstitutiv exprimiert (Schwarz et al, 1985) und
greifen über mehrere Wechselwirkungen in den Zellzyklus ein.
Es ist weitaus mehr über die Rolle der E6 und E7-Genprodukte von high-risk HPV-Typen bei der
Transformation bekannt, als über ihre eigentliche Funktion im produktiven Infektionszyklus.
Vereinfacht gesagt bewirkt die konzertierte Interaktion von E6/E7 mit zellulären Proteinen die
kontinuierliche Proliferation der Wirtszelle durch Stimulation des Zellzyklus. Dabei werden
wichtige Kontrollmechanismen der Zelle außer Funktion gesetzt (DNA-Reparatur, Apoptose). Die
wichtigsten, bekannten Interaktionen von E6 und E7 sind in Tabelle 1.1 zusammengefasst (Über-
sicht in: zur Hausen, 2000).
E5 gilt bei bovinen Papillomaviren als das virale Protein mit dem höchsten onkogenen Potential
(Burkhardt et al, 1986). Das E5-Protein von BPV1 ist in der Lage, Zellen in Kultur zu trans-
formieren (Martin et al, 1989). Es ist allerdings keine virus-bedingte Krebsart bei Rindern bekannt.
Das hydrophobe Transmembranprotein kommt v.a. im Golgi-Apparat vor, die Zellproliferation ist
auf Wechselwirkungen von E5 mit zellulären Wachstumsfaktor-Rezeptoren zurückzuführen (Cohen
et al, 1993).
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A) Computer-modellierte Rekonstruktion, die auf Röntgenstruktur-
Analysen und elektronenmikroskopischen Aufnahmen basiert (entnom-
men aus: Hagensee et al, 1993).
B) Ikosaeder mit Triangulationszahl T=7. Die Pfeile verdeutlichen die
Ermittlung von T gemäß der Formel T= p2+pq+q2 von einem
penta-assoziierten Kapsomer zu einem anderen Also 2 Schritte nach
oben=p und einer nach rechts =q (entnommen aus Belnap et al,
1996).
Die Rolle von E5 bei den natürlichen Infektionen, insbesondere mit humanen PV-Typen, ist bisher
unklar, obwohl auch dieses Protein in den zellulären Stoffwechsel eingreift, beispielsweise
beeinflußt es durch diverse Interaktionen die Aktivierung membran-assoziierter Proteinkinasen
(Crusius et al, 1997).
E4 ist trotz gegenteiliger Bezeichnung ein spätes Protein, im produktiven Infektionszyklus kann es
in großen Mengen gemeinsam mit L1 nachgewiesen werden (Doorbar et al, 1986; Crum et al, 1990).
Es akkumuliert im Cytoplasma und erleichtert wahrscheinlich die Freisetzung von Viruspartikeln
durch Interaktion mit dem Cytokeratinskelett (Roberts et al, 1993).
1.4. Papillomaviren haben ein ikosaedrisches Kapsid
Die Virushülle besteht aus einem ikosaedrischen Kapsid mit einem Durchmesser von 52-55nm, das
aus dem Hauptstrukturprotein L1 und dem Strukturprotein L2 aufgebaut ist. Das molare Verhältnis
von L1:L2 wird auf 1:30 geschätzt (Hagensee et al, 1993; Kirnbauer et al, 1993). L2 ist für den Auf-
bau des Kapsids nicht erforderlich (vgl. Abschnitt 1.5.), hat aber wichtige Aufgaben bei Bindung
und Enkapsidierung des Virus-Genoms (Zhou et al, 1994, Zhao et al 1998) und ist für die Interna-
lisierung des Virus beim Infektionsprozess verantwortlich (Kanda et al, 2001). Ein Kapsid wird aus
72 Pentameren von L1, den Kapsomeren aufgebaut, beinhaltet also 360 L1-Moleküle. Man unter-
scheidet 60 hexavalente und 12 pentavalente Kapsomere, d.h. sie sind entweder von 6 oder 5 Nach-
barn umgeben. Pentavalente Kapsomere sind notwendig, um das Kapsid in die ikosaedrische Form
zu bringen. Der Abstand zwischen 2 pentavalenten Kapsomeren definiert die Triangulationszahl.
Bei dem Papillomavirus-Kapsid beträgt sie T=7, wie aus der Abb. 1.3b hervorgeht (Baker et al,
1991). Das Kapsid wird durch interkapsomere Disulfidbrücken (Sapp et al, 1995, 1998) und
Kalzium-Ionen (Li et al, 1998, Paintsil et al, 1998) stabilisiert. Die 12 L2-Moleküle befinden sich
möglicherweise inmitten der pentavalenten Kapsomere (Trus et al 1997), wobei nur die N-termina-
len Aminosäuren 63-123 an der Kapsidoberfläche zugänglich sind (Liu et al, 1997).
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Abb. 1.3 DARSTELLUNGEN DES PAPILLOMAVIRUS-KAPSIDS.
1.5. Virus-ähnliche Partikel (VLPs) erleichtern 
die Erforschung von Papillomaviren
Es ist nicht möglich humane Papillomaviren in einfachen experimentellen Systemen zu produzieren
und den vollständigen viralen Vermehrungszyklus zu untersuchen, da Papillomaviren nur bei
Differenzierung der Keratinozyten in den produktiven Infektionszyklus übergehen. Erst die seit
kurzem standardisierten Techniken der organotypischen Zellkultur erlauben eine Virusver-
mehrung, zumindest im analytischen Maßstab (Meyers et al, 1992). Damit beschränkten sich
nahezu alle Studien, die auf Interaktion von Papillomaviren mit Zellen und Internalisierung des
Virus abzielten sowie die Charakterisierung immunogener Eigenschaften von Papillomavirus-
Kapsiden auf BPV-Virionen, die in ausreichenden Mengen aus Rinderpapillomen extrahiert werden
können.
Die Ausbildung virus-ähnlicher Partikel durch Expression der Strukturproteine L1 und L2 in
eukaryontischen Expressionssystemen wurde erstmalig 1991 (Zhou et al, 1991) gezeigt. Diese
VLPs, die sowohl elektronenmikroskopisch als auch aufgrund ihrer Antigen-Determinanten nicht
von nativen Virionen zu unterscheiden sind, können auch durch alleinige Expression von L1 aufge-
baut werden (Kirnbauer et al, 1992, 1993; Zhou et al, 1991, 1993; Rose et al, 1993 u.v.m.).
Mit der Entwicklung von VLPs war die Basis für Entwicklung von prophylaktischen Impfstoffen
gegeben (Abschnitt 1.7). Außerdem repräsentieren die VLPs ein wichtiges Werkzeug für die
Untersuchung der frühen Schritte einer Infektion. Eine Weiterentwicklung der VLPs stellen HPV-
Pseudovirionen dar. Überexpression der Strukturproteine von HPV16 in Anwesenheit von zirkulä-
ren BPV-Genomen führt zur Enkapsidierung der Genome unter Ausbildung von Pseudovirionen
(Roden et al, 1996). Auch DNA nicht verwandter Spender wird enkapsidiert, wenn die Größe des
zirkulären Plasmids die Größe des HPV-Genoms nicht wesentlich überschreitet (Touze &
Coursaget, 1998). Auf diesem Weg wurden einige Reportergene, welche die Internalisierung des
Virus visualisieren können, in HPV-Kapside verpackt (Unckell et al, 1997; Stauffer et al, 1998;
Rossi et al, 2000). Sie liefern wichtige Informationen über neutralisierende Antikörper (Roden et
al, 1996; Unckell et al, 1997; White et al, 1998) und sind daher für die Evaluierung von HPV-
Impfstoffen in klinischen Studien bedeutsam.
1.6. Das Kapsid präsentiert zahlreiche lineare und 
diskontinuierliche Epitope, die Antikörper induzieren können
Neutralisierende Antikörper liefern wichtige Informationen über die Oberfläche der Viruspartikel
und helfen daher zum Verständnis der Vorgänge, die zu einer Infektion führen sowie bei der
Optimierung von Impfstoffen. Zahlreiche Arbeiten haben sich daher mit der Charakterisierung von
Epitopen befaßt, die von Antikörpern erkannt werden. Man unterscheidet lineare und diskonti-
nuierliche Epitope (Konformationsepitope). Lineare Epitope werden von einer kontinuierlichen
Abfolge von Aminosäuren innerhalb des Strukturproteins definiert, die auf der Oberfläche des
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Viruskapsids präsentiert werden. Antikörper, die gegen solche Epitope gerichtet sind, erkennen
auch die entsprechenden Peptidsequenzen und sind daher leicht zu lokalisieren (für L1: Zhou et
al, 1991; Heino et al 1995; Christensen et al 1996a; Kulski et al, 1998). Diskontinuierliche Epitope
werden über die Tertiär- und Quartiärstrukturen innerhalb eines Viruskapsids ausgebildet. Kritische
Aminosäure-Reste können sich daher innerhalb der AS-Primärsequenz weit entfernt bzw. auf
unterschiedlichen L1-Molekülen befinden. Im Wesentlichen haben die beiden Epitop-Typen
folgende Eigenschaften: 
Lineare Epitope induzieren Antikörper, die oftmals mit VLPs anderer PV-Typen kreuzreagieren
(Heino et al, 1995; Christensen et al, 1996a), dabei bleibt unklar, ob solche Antikörper eine
Infektion auch neutralisieren können.
Antikörper die gegen diskontinuierliche Epitope gerichtet sind, sind fast immer PV-Typ spezifisch
(White et al, 1999) und immunodominant, d.h. viele Antikörper gegen lineare Epitope werden von
intakten Kapsid gar nicht induziert. Alle als neutralisierend definierten Antikörper erkennen
diskontinuierliche Epitope und sind PV-Typ spezifisch (Christensen et al, 1996b.).
Für L2 sind hingegen Antikörper gegen lineare Kapsidepitope bekannt, die neutralisierende
Eigenschaften haben und kreuzreaktiv sind (Kawana et al, 1999; Roden et al, 2000).
1.7. VLPs liefern die Grundlage für die Entwicklung von Impfstoffen
Genitale HPV-Infektionen bewirken die weltweit am häufigsten sexuell übertragene Krankheit.
Schätzungsweise 50% aller sexuell aktiven Menschen sind infiziert. Infektionen mit den sog. high-
risk HPV-Typen führen in seltenen Fällen und nach langer Zeit zur Entstehung von Gebärmutter-
halskrebs. Im Rahmen eines in Industrieländern etablierten Früherkennungsprogramms
(zytologische Untersuchung nach Papanicolaou), können der Tumor bzw. seine Vorstufen
rechtzeitig erkannt und behandelt werden. Vor allem in Entwicklungsländern, wo eine solche
Prävention flächendeckend, durch routinemäßig durchgeführte PAP-Abstriche nicht möglich ist,
würden prophylaktische Impfungen das Infektions- und Krebsrisiko deutlich mindern. Die derzeit
entwickelten HPV-Impfstoffe, von denen einige bereits in klinischen Studien der Phase I/II getestet
werden, erfüllen 2 Kriterien:
1) Stimulierung der humoralen Immunantwort durch Induktion neutralisierender Antikörper 
(prophylaktische Impfung).
2) Stimulierung der zellulären Immunantwort durch Aktivierung zytotoxischer T-Zellen 
(therapeutische Impfung).
Kombination beider Ziele führt zu den sog. chimären Impfstoffen. Virus-ähnliche Partikel von
Papillomaviren präsentieren die Antigendeterminanten, die nötig sind, um neutralisierende
Antikörper zu induzieren. Untersuchungen mit Tiermodellen, wie BPV und CRPV haben
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demonstriert, dass die VLP-Immunisierung gegen Neuinfektionen schützt (Breitburd et al,1995;
Christensen et al, 1996). Immunisierung mit VLPs die nur aus dem Hauptstrukturprotein L1
bestehen, bieten dabei einen ausreichenden prophylaktischen Schutz gegen PV-Infektionen und
dadurch bedingte Tumoren (Breitburt et al, 1995 ; Suzich et al, 1995). Solche Beobachtungen
erlaubten die Schlußfolgerung, dass L1-VLPs für die Bestimmung inhibierender Peptide geeignet
wären (siehe Zielsetzung). Auch Immunisierung mit Kapsomeren induziert neutralisierende
Antikörper die zu einer protektiven Immunantwort führen (Rose et al, 1998;  Fligge et al, 2001;
Yuan et al, 2001). 
Um virus-infizierte Zellen und Tumore gezielt zu erkennen und abzutöten, ist eine zelluläre
Immunantwort erforderlich. Obwohl auch VLPs zytotoxische T-Zell Epitope präsentieren (Dupuy
et al, 1999; Rudolf et al, 1999), ist die Eliminierung infizierter Zellen nicht möglich, da die
Strukturproteine in basalen, infizierten Keratinozyten oder Tumorzellen nicht exprimiert werden
(vgl. produktiver Infektionszyklus). Ziel einer Vakzinierung mit therapeutischem Effekt sind die
frühe Gene, insbesondere E6 und E7, da sie in Tumoren die einzigen Virusprodukte sind, die
konstitutiv exprimiert werden. Im experimentellen Mausmodell konnte die Eliminierung von infi-
zierten Zellen und auch Tumorregression gezeigt werden (Peng et al, 1998; Schäfer et al, 1999). In
Tabelle 1.2 sind die wichtigsten Impfstoff-Entwicklungen zusammengefaßt. Impfung mit einem be-
stimmten HPV-Typ schützt nur gegen diesen Typ (monovalenter Impfstoff; Christensen et al, 1996).
Ein umfassender Impfstoff sollte daher zumindest die Genital-PV-Typen 16, 18, 31, 33, 45, 52 und
58 beinhalten, die gemeinsam für mind. 90% aller virus-induzierter Cervix-Karzinome verantwort-
lich sind sowie die low-risk Typen HPV6 und 11, um einen umfassenden Schutz gegen PV-
Infektionen zu erreichen. Letztere PV-Typen sind für 90% der gutartigen Condylome verant-
wortlich, die zu einer ernsthaften Belastung Betroffener führen können. Die Entwicklung poly-
valenter Impfstoffe ist das nächste wichtige Ziel der Impfstoffentwicklung (Breitburt et al, 1999).
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VLPs Kirnbauer et al, 1992;
Suzich et al, 1995;
Rose et al, 1998;




Chimäre VLPs L1-E7: Müller et al, 1997;
Greenstone et al, 1998;
Peng et al, 1998;
Schäfer et al, 1999





Synthetische Peptide Ressing et al, 1996;
van Driel et al, 1999;




DNA-Vakzine Smahel et al, 2001;
Osen et al, 2001;
Cheng et al, 2001
Leder et al, 2001
Zelluläre, zytotoxische 
(CTL)-Immunantwort gg.
E7 und Humorale 
Immunantwort (L1/L2)
Art des Immunsstimulanz Effekt im experimentellen 
Mausmodell
Referenzen







DNA: verpackt in VLPs
Peptide, die T-Zellepitope 
repräsentieren; v.a. gegen 
E6/E7
L1 und E7
1.8. Die initiale Bindung von Papillomaviren an Zellen erfolgt 
über einen weit verbreiteten, proteinogenen Rezeptor
Alle Studien zur Bindung von VLPs an Zellen kamen zu der Schlußfolgerung, dass der erste
Kontakt von Papillomaviren und Wirtszellen über ein hoch konserviertes Zelloberflächen-Molekül
erfolgen muß (Roden et al, 1994; Müller et al, 1995; Volpers et al, 1995). Die Interaktion kann
durch typenspezifische Antiseren, aber auch durch heterologe VLPs, inhibiert werden. VLPs ver-
schiedener Papillomavirus-Typen binden an nahezu jede getestete Zellinie und kompetitieren um
vorhandene Rezeptoren (Roden et al, 1994). Die restriktive Wirts- und Gewebespezifität von
Papillomaviren wird daher nicht von der Virus-Rezeptor-Bindung definiert. Die VLP-Bindung
erreicht eine Sättigung, die auf ca. 1-2x104 Rezeptoren pro Zelle schließen läßt (Volpers et al 1995,
Qi et al 1996). Da der Rezeptor trypsin-sensitiv ist, muß es sich um ein Protein oder Glykoprotein
handeln (Roden et al, 1995; Volpers et al, 1995). Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden
potentielle Rezeptor-Kandidaten identifiziert. Der Vergleich von 35S markierten VLP-Zellextrakt-
Immunopräzipitaten HPV16-VLP-bindungspositiver (CV1, HaCaT) und negativer (DG75) Zellen
ermittelte α6-Integrin als möglichen Rezeptor (Evander et al, 1997; McMillan et al, 1999; Yoon et
al, 2001). Da dieses Integrin speziell von Keratinozyten während der Wundheilung exprimiert wird,
scheint eine Funktion als PV-Rezeptor logisch, jedoch beziehen sich bisherige Studien nur auf die
Bindung von VLPs an α6-Integrin, eine Internalisierung konnte noch nicht demonstriert werden.
Zudem existieren gegenteilige Befunde, die eine VLP-α6-Integrin Interaktion mit BPV und HPV33,
aber auch mit HPV16 nicht bestätigen konnten (Joyce et al 1999; Sibbet et al 2000; Giroglou et al
2001; Dr. M.Müller, K.Parsche, pers. Kommunikation). Mit VLPs des HPV11-L1 Proteins wurde
Heparin-Sulfat als weiterer Rezeptor-Kandidat identifiziert (Joyce et al, 1999). Dabei soll ein
basischer Bereich am C-Terminus von L1 für die Interaktion verantwortlich sein. Diese Interaktion
konnte für HPV16, -33 und -39 VLPs bestätigt werden (Giroglou et al 2001), wobei der L1-C-
Terminus keine Rolle spielte. Studien mit HPV33-Pseudovirionen ergaben zudem, dass die initiale,
heparinase-sensitive Bindung in eine resistente Bindung übergeht. Diese Beobachtung erlaubt die
Hypothese, dass die erste Bindung von Papillomaviren über ein weitverbreitetes, konserviertes Zell-
oberflächenmolekül erfolgt, während die eigentliche Infektion über einen bisher nicht identi-
fizierten Sekundärrezeptor eingeleitet wird. Zusätzliche Studien sind nötig, um die initiale
Interaktion von Papillomaviren mit ihren Wirtszellen zu verstehen.              
Die Internalisierung von Papillomaviren erfolgt durch Rezeptor-vermittelte Endozytose (Müller et
al 1995, Volpers et al 1995; Zhou et al 1995). Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen virale
Kapside in Endosomen, die mit Lysosomen zu Phagosomen verschmelzen. Im Nukleus sowie an
der perinuklearen Membran sind allerdings keine Virionen sichtbar. Es ist wahrscheinlich, dass die
Freisetzung des viralen Genoms im Phagosom erfolgt, von wo aus die Hüllproteine zur Degradation
in den Golgi-Apparat transportiert werden. 
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1.9. Zielsetzung dieser Arbeit
Es sollten Peptide ermittelt werden, die spezifisch mit dem Hauptstrukturprotein L1 bzw. dem
Kapsid interagieren. Ziel war die Identifizierung von Peptiden, die das Virus-Kapsid an dem Epitop
binden, welches für die Bindung des Virus an den Rezeptor der Wirtszelle verantwortlich ist, und
dadurch die Virus-Rezeptorinteraktion blockieren können. Solche inhibitorischen Peptide können
als Leitstruktur für die Entwicklung eines Therapeutikums genutzt werden. Ein Medikament das
die Fähigkeit besitzt, die Infektion von Zellen zu blockieren, ist vor allem bei der Therapie von
HPV6 und HPV11 bedingten Infektionen von Interesse. Insbesondere das Krankheitsbild der
wiederkehrenden, laryngealen Papillomatose („recurrent respiratory papillomatosis“) stellt eine
ernsthafte, bisweilen sogar lebensbedrohliche Belastung für die Betroffenen dar. Wie auch in
Abschnitt 1.1 beschrieben, resultiert die Infektion des Respirationstraktes in der Ausbildung von
zahlreichen Warzen. Eine Behandlung dieser multiplen Papillomatosen ist nur durch chirurgische
Entfernung möglich. Dabei werden infektiöse Viren freigesetzt die benachbarte, gesunde Zellen
infizieren, so dass neue Warzen entstehen. Im Extremfall müssen diese Warzen alle zwei Wochen
entfernt werden. Ein Medikament das die Bindung des Virus an gesunde Zellen verhindert, könnte
zeitgleich mit der chirurgischen Entfernung der Warzen appliziert, eine Neuinfektion verhindern. 
Um inhibitorisch aktive Peptide zu identifizieren, wurden zwei verschiedene Methoden
angewendet:
1) Das Screening einer Peptidbibliothek mit dem Hefe Two-Hybrid-System:
Im Rahmen dieser Dissertation sollte das Hauptstrukturprotein L1 des humanen Papillomavirus 
Typ16 (HPV16) und anschließend auch von Typ11, mit einer 16mer Random-Peptidbibliothek
durchsucht werden. HPV16 wurde zunächst gewählt, da der Virus-Typ aufgrund seines häufigen 
Vorkommens in Zervix-Karzinomen besonders gut erforscht ist. Es wurden vor allem Peptide 
erwartet, die mit linearen Neutralisierungsepitopen auf dem Papillomavirus-Kapsid interagieren,
weil bei diesem System ein L1-Monomer als Zielprotein vorlag (siehe Abschnitt 1.6).
Theoretisch war durch spezifische Peptide zudem die Identifizierung von weiteren Interaktionen
möglich, die L1 während des viralen Infektionszyklus eingeht. Beispielsweise die Charakteri-
sierung von L1-L1 und L1-L2 Interaktionen beim Aufbau des Virus-Kapsids, die Identifizierung 
des Wirtszell-Rezeptors oder die Identifizierung von endosomalen Proteinen, die möglicherweise
am „Uncoating“ des Viruspartikels beteiligt sind. 
2) Das Screening einer Phagen-präsentierten Peptidbibliothek (phage display screening).
Dazu wurden virus-ähnliche Partikel verwendet, die aus dem Hauptstrukturprotein L1 des HPV-
Typs 11 aufgebaut waren. Es wurde eine kommerziell erhältliche Peptidbibliothek ausgewählt, 
die aus zyklischen 7mer Peptiden bestand. Zyklische Peptide sind vor allem für die 
Identifizierung von Peptiden geeignet, die an Konformationsepitope binden. Die meisten 
bekannten neutralisierenden Antikörper sind gegen solche Epitope des Papillomavirus-Kapsids 
gerichtet. Daher war die Identifizierung eines Peptids mit bindungsinhibitorischen Eigenschaften
mit dieser Methode besonders wahrscheinlich. 
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Folgende experimentelle Schritte waren vorgesehen:
• Das Kapsidprotein L1 wurde zunächst für das Screening von Peptidbibliotheken vorbereitet. 
Für das Hefe Two-Hybrid-Screening wurde HPV16-L1 an die DNA-Bindedomäne eines GAL4-
Transkriptionsfaktors fusioniert.
Virus-ähnliche Partikel von HPV11-L1 wurden produziert und eingesetzt, um eine Phagen-
präsentierte Peptidbibliothek hinsichtlich HPV11-spezifischer Peptide anzureichern.
• Nach Bestätigung der L1-Spezifität, wurden die erhaltenen Peptide durch Sequenzierung 
weitercharakterisiert. Interessante Peptide wurden dann im Auftrag synthetisiert.
• Um die inhibitorische Aktivität von Peptiden bzw. Phagen zu bestimmen, wurden geeignete 
experimentelle Ansätze für die Untersuchung der VLP-Wirtzell-Interaktion entwickelt.
• Bindungsinhibitorische Peptide sollten außerdem genutzt werden, um das für die Rezeptor-
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Petrischalen, Ø20mm, Cellstar® 
Petrischalen 94/16  
Pipettenspitzen
Plastikküvetten
Plastikröhrchen mit Schraubverschluß 50ml, steril

























Becton Dickinson, San Jose, CA, USA
Eppendorf, Hamburg
Kodak/NEN Life Sciences Prod., Köln






Kühlzentrifuge Heraeus Sepatech Biofuge 28RS
Tischzentrifuge Eppendorf 5417R




















Elektroblot Apparatur, Semidry-Transfer Cell
Elektronenmikroskop EM10
Elektrophorese Kammern- Horizontal für Agarosegele
Doppel-Elektrophorese Kammer- 
Vertikal MBT90EL 8x10cm Proteingele
Doppel-Elektrophorese Kammer- 
Vertikal MBT70EL 10x15cm Proteingele 
Elektroporationsgerät, Gene Pulser®
ELISA Lesegerät, Titertek Multiskan MKII
-80°C-Kühlschrank
Kolben mit Schikane, Bellco










Pipettierhilfen Gilson, 20-,200- und 1000µl
Quarzglasküvetten QS1000 Hellma®




Spannungsgerät Powersupply EPS 3500
Spektral Photometer, U-1100




















über NeoLab Migge, Heidelberg













IBS Integra Biosciences, Fernwald
Gilson/Abimed, Langenfeld
Gilson/Abimed, Langenfeld
über NeoLab Migge, Heidelberg
Kodak, Stuttgart
Owl Scientific, USA
















α-35S-dATP (10µCi/µl) AmershamPharmaciaBiotech, Braunschweig
2.5. Verwendete Kits
Quiagen Maxipräp Kit 
Jetsorb Gel Extraction Kit
T7 Sequencing Kit
Ph.D.-C7C™ Phage Display Peptide Library Kit
Qiagen, Hilden
Genomed, Bad Oeynhausen 
AmershamPharmacia Biotech, Braunschweig









über Dr. M. Müller, DKFZ 
(Christensen et al, 1991)
über Dr. M. Müller, DKFZ 
(Christensen et al, 1991)
über Dr. M. Müller, DKFZ 
(Christensen et al, 1991)
über Dr. M. Müller, DKFZ 
(Christensen et al, 1991)
über Dr. M. Müller, DKFZ 
(Christensen et al, 1991)
Pharmingen, San Diego, CA, USA 





















2.7. Oligonukleotide für Sequenzierungen
2.8. Plasmide
pGBT9 (Clontech, Heidelberg):
5,5kB, GAL4 (1-147)DNA-BD, TRP1 Tryptophan-Synthese, ampr Ampicillin-Resistenzgen, ADH1
Promotor und Terminationssequenz, Col E1 ori; 2µ ori, MCS: EcoR I, Sma I, BamH I, Sal I und
Pst I, Insertion des HPV16-L1 Gens über Eco RI und Hind III.
pGAD.GH (Clontech, Heidelberg):
7,9kB, GAL4 (768-881) AD, LEU2 Leucinsynthese, ampr Ampicillin-Resistenzgen, ADH1
Promotor und Terminationssequenz, Col E1 ori; 2µ ori, MCS: Spe I, Bam HI, Sma I, Pst I, Eco
RI,Eco RV, Hind III, Cla I, Hinc III, Sal I, Acc I, Xho I, Apa I und Kpn I. Insertion der Random-
Peptidbibliothek über Bam HI und Eco RI.
2.9. Peptide
Die HPV11-spezifischen Peptid-Sequenzen sind in Abbildung 4.9 aufgelistet. Die Synthesen
wurden zunächst von der DKFZ-Peptidsynthese hergestellt. Präparative Aufreinigung und
Zyklisierung der verunreinigten Peptide PD2, PD5, PD8 und PD11 wurden mit Hilfe der AG
Ruppert, ZMBH durchgeführt.
Die Peptide PD1, 9, 11, 14, 18 und K wurden noch mal synthetisiert und zyklisiert von Peptide
Specalty Laboratories, Heidelberg.
Die Peptide PD2, 3, 4, 7, 8, 12, 13, 15, 16 und PD17 wurden noch mal synthetisiert und zyklisiert.
von der Firma Pfizer, Sandwich, UK geliefert.

















































e14-(McrA-)D (mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endA1 supE44 thi-1
gyrA96 relA1 lac recB recJ sbcC umuC ::TN 5 (Kanr) uvrC
[F‘ proAB laclq Z∆M15 Tn 10 (Tetr)]c
Präparation von LEU-Marker tragenden Hefeplasmiden
pGAD.GH
Genotyp:
SupE44 (ara14 galK2 lacY1 ∆(gpt-proA)62 rpsL20 (Strr) 
xyl-5 mtl-1 recA13 ∆(mcrC-mrr) HsdS- (r-m-)
Vermehrung von M13 Bakteriophagen
Genotyp:
F‘ proA+B+ laclq ∆(lacZ)M15 zzf::mini-Tn10 (Kanr)/λ- e14-
(McrA-) endA1 glnV44 thi-1 relA1? RfbD1? SpoT1? ∆(mcrC-




PJ 69-4α (Matingtyp α)
Sacchrachomyces cerevisiae 
Stamm PJ 696 (Matingtyp a) 
Verwendung im Hefe Two-Hybrid System.
Genotyp:
-MATα trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4∆
gal80∆ GAL2-ADE2 LYS2::GAL1-HIS3 met2::GAL7-lacZ
(Philip James et al, 1996)
Verwendung im Hefe Two-Hybrid System. Dieser
Hefestamm geht aus PJ69-4a hervor.
Genotyp:






Für die Amplifikation rekombinanter Baculovirusstocks
wurden Sf9-Zellen (Ovariales Gewebe von Spodoptera
frugiperda) verwendet.




Nieren-Fibroblasten der grünen Meerkatze
Cercopithecus aethiops für den Festphasen VLP-Zellbind-
ungsassay verwendet
K562-Zellen
humane Leukämie-Blutzellinie; Lymphoblasten. Die
Suspensionszellen wurden für die Analyse zellgebundener
VLPs mittels Durchflußzytometrie verwendet
2.12.4. Bakulovirus-Stocks 
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5g  Hefe Extrakt
0,5g NaCl 
2,5mM KCl
mit NaOH auf pH 7.0 einstellen
ad 1l H20 bidest
autoklavieren, anschließend Zugabe von 10mM MgCl2
0,4% Glukose
50µg/ml in Medien zur Selektion von Bakterien, die das





ad 1l H20 bidest




ad 1l H2O bidest
2.14. Enzymatische Manipulationen von DNA
Alle Restriktionsenzyme, DNA-modifizierende Enzyme, Alkalische Phosphatase (CIP) und T4
DNA-Ligase wurden von New England Biolabs (NEB) oder MBI Fermentas bezogen. Die
entsprechenden Reaktionspuffer wurden von den Firmen mitgeliefert. 
NEB1
NEB2
10mM Tris/HCl, pH 7.5
10mM MgCl2
1mM DTT























5mM ATP, pH 7.8
























- 1% Penicillin/ Streptomycin
GibcoBRL, Eggenstein











0,01% CaCl2 x H2O






2.16. Medien und Lösungen für Arbeiten mit Hefen
Alle aufgeführten Lösungen können zumindest einmalig autoklaviert werden.




Die Lösung besteht aus einem Gemisch aller für das Hefewachstum benötigten Aminosäuren und
Nukleotide. Ausgenommen sind Aminosäuren/Nukleotide, die durch das Einschleussen genetischer
Information autotroph produziert werden und daher als Selektionsmarker fungieren.
Eine zehnfache Dropout-Lösung setzt sich folgendermaßen zusammen:
Von den markierten Aminosäuren bzw. Nukleotiden wurden einzeln 100-fache Stammlösungen her-
gestellt, die nach Bedarf einer -HALT-Dropout-Lösung beigefügt wurden, um flexibel die verschiede-
nen Selektionmedien herstellen zu können.




ad 1l H2O bidest
Mit HClkonz auf pH5.8 einstellen, autoklavieren.
Vor der Kultivierung der Hefen, 2% Glukose zufügen.
Für selektives Wachstum von Hefen
6,7g Difco Hefe Stickstoffbase ohne Aminosäuren
ad 1l H2O bidest
Mit HClkonz auf pH5.8 einstellen, autoklavieren.
Vor der Kultivierung der Hefen mit 2% Glukose sowie




























3.1. Allgemeine mikrobiologische Methoden
3.1.1. Lagerung und Kultur von Bakterien
Für allgemeine Transformationen und Produktion von Plasmid-DNA wurden Escherischia coli
Bakterien des Stammes sure verwendet. Die Anzucht und Kultivierung erfolgte in LB-(Luria Broth)
Flüssigmedium bzw. auf LB-Agarplatten (2.13) bei einer Temperatur von 37°C. Hinzugefügt war
stets das Antibiotikum Ampicillin, da alle produzierten Plasmide als Selektionsmarker ein
Ampicillin-Resistenzgen enthielten. Für Plattenkulturen wurden Bakterien mit einem Drigalski-
Spatel auf einer Agarplatte ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
Flüssigkulturen wurden durch Animpfen einer geeigneten Menge Nährmedium hergestellt.
Bakterien-Kulturen können mehrere Wochen bei 4°C aufbewahrt werden. Für die langfristige
Lagerung wurden Glyzerinkulturen angelegt. Dabei wurde 1ml einer Übernachtkultur mit 0,5ml
50% Glyzerin (sterilfiltriert) versehen, in Kryokonservierungsröhrchen überführt und bei -70°C
eingefroren. 
3.1.2. Messen der Bakteriendichte
Die Bakteriendichte wurde am Spektralphotometer durch Messung der optischen Dichte (OD) bei
einer Wellenlänge von 595nm ermittelt. Dazu wurden 1ml der Bakteriensuspension in Plastik-
küvetten überführt und nach Abgleich gegen steriles LB-Medium vermessen. 
Eine OD600nm=1 entspricht bei E. coli einer Dichte von ca. 8x10
8 Bakterien/ml (Gassen &Schrimpf,
2000).
3.1.3. Herstellung elektrokompetenter Bakterien
Mit einer Glyzerinkultur des benötigten Bakterienstammes wurden mit einer ausgeglühten
Platinöse 20ml LB-Medium für eine über Nacht Kultur (ÜN) angeimpft. Am folgenden Tag wurden
1l LB- Medium mit 10ml dieser ÜN-Kultur beimpft und 2-3h bei 37°C inkubiert, bis die
Bakteriensuspension eine OD600nm von 0,5-0,7 erreicht hatte. Dann wurde die Kultur auf vier
250ml Zentrifugenröhrchen verteilt und für 15-30min auf Eis gekühlt. Durch fünfzehnminütige
Zentrifugation (5.000rpm, 4°C in einem SLA-3000 Rotor) wurden die Bakterien sedimentiert. Der
Überstand wurde verworfen, das Sediment in je 250ml eiskaltem, sterilen Wasser resuspendiert und
erneut zentrifugiert. Dieses Sediment wurde in je 125ml eiskaltem, sterilem Wasser resuspendiert
und zentrifugiert. Sorgfältiges Waschen ist nötig, um die Bakterien in ein ionenfreies Milieu zu
überführen. Anschließend wurde ein weiterer Waschschritt mit 20ml H2O/10% Glyzerin
durchgeführt. Die Bakteriensuspension wurde in 50ml Spitzbodenröhrchen überführt, erneut
zentrifugiert (5.000rpm, 4°C in einer Heraeus-Biofuge 28RS) und schließlich in 2ml H2O/10%
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Glyzerin aufgenommen. 50µl-Portionen wurden in vorgekühlte 1,5ml Reaktionsgefäße pipettiert
und mit flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der erfolgte bei -70°C.
3.1.4. Elektrotransformation kompetenter Bakterien
Aliquots kompetenter Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. 0,1-1µg Plasmid-DNA wurde zugegeben
und vorsichtig mit den Bakterien vermischt. Nach einer Minute wurde die Suspension in eine
vorgekühlte Elektroporationsküvette überführt. In der Elektroporationskammer wurde dann ein
Impuls auf die Küvette angelegt (2,5kV; 20 µF; 200Ω Schutzwiderstand). Direkt nach dem Impuls
wurden die transformierten Bakterien in 1ml SOC-Medium (2.13) suspendiert und eine Stunde bei
37°C geschüttelt. Anschließend wurden je 100µl dieser Bakteriensuspension auf ampicillinhaltigen
LB-Mediumplatten ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
3.2. Arbeiten mit Desoxyribonukleinsäuren (DNA)
3.2.1. Phenol/Chloroform-Extraktion von Nukleinsäuren
Um kontaminierende Moleküle, z.B. Proteine zu entfernen, wurde eine DNA-Lösung (wässrige
Phase) mit einem äquivalenten Volumen an Phenol ausgeschüttelt. Die Phasen wurden durch Zen-
trifugation (1min, 13.000rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge 5417R) getrennt, dann wurde die
wässrige Phase abgenommen, in ein frisches 1,5ml Reaktionsgefäß überführt und die Phenol-Phase
verworfen. Die wässrige Phase wurde noch einmal mit dem gleichen Volumen eines 24:1 Chloro-
form/Isoamylalkohol-Gemisches ausgeschüttelt und zentrifugiert, um Phenolreste zu entfernen.
Danach wurde die DNA aus der wässrigen Phase mit Ethanol präzipitiert.
3.2.2. Präzipitation von Nukleinsäuren aus wässrigen Lösungen
Zur Fällung von DNA wurde eine DNA-Lösung mit 0,1 Volumen 3M Natriumacetat, pH 5.2 und
2,5-fachen Volumen absolutem Ethanol gemischt und 20min bei -70°C gefällt. Die gefällte DNA
wurde durch 15-minütige Zentrifugation (13.000 rpm, 4°C in einer Eppendorf-Tischzentrifuge
5417R) sedimentiert. Der Überstand wurde sorgfältig entfernt, dann wurde das Sediment mit 1ml
70% Ethanol gewaschen und nochmals für 10min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenom-
men, restliches Ethanol wurde unter Vakuum entfernt. Die DNA wurde zur Lagerung in TE-Puffer
resuspendiert und bei –20°C eingefroren. 
24Methoden
3.2.3. Konzentrationsbestimmungen wässriger Lösungen von Nukleinsäuren
Die Ermittlung der DNA-Konzentration in einer wässrigen Lösung erfolgte durch Bestimmung der
optischen Dichte bei einer Wellenlänge λ=260nm. Für die Messung wurde die entsprechende
DNA- Lösung 1:100 verdünnt und in Quarzglasküvetten überführt.
Es gelten folgende Näherungswerte :
• für einzelsträngige DNA und für RNA OD260nm = 1 c ~ 40 µg/ml
• für doppelsträngige DNA OD260nm = 1 c ~ 50 µg/ml
Um die DNA auf Verunreinigungen hin zu prüfen, wurde zusätzlich eine Messung der optischen
Dichte bei λ=280nm durchgeführt. Bei einer sauberen DNA-Lösung sollte der Quotient OD260nm/
OD280nm zwischen 1,7 und 1,8 liegen. 
3.2.4. Schnellpräparation von Plasmid-DNA (Plasmid-Minipräparation)
Mit einer Bakterienkolonie wurden 3ml LB-Medium/Ampicilin angeimpft und über Nacht bei 37°C
in einem Schüttler inkubiert. Von der ÜN-Kultur wurden 1,5ml in ein Reaktionsgefäß pipettiert und
die Bakteriensuspension (30s, 13.000rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge 5417R) sedimentiert.
Der Überstand wurde verworfen, das Bakteriensediment in 150µl Lösung A resuspendiert und nach
Zugabe von 200µl Lösung B für 5min auf Eis inkubiert. Dann wurden 150µl Lösung C beigemischt
und 15min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde das Zellysat mit 450µl Phenol/CIA (1:1)
gemischt. Durch Zentrifugation (5min, 4°C und 13.000rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge
5417R) wurden Zelltrümmer, Proteine und chromosomale DNA von der Plasmid-DNA abgetrennt.
Der wässrige Überstand wurde abgenommen, in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit einem
äquivalenten Volumen an Isopropanol vermischt und 15min bei -70°C gefällt. Die Lösung wurde
dann 20min zentrifugiert (13.000rpm, 4°C in einer Eppendorf-Tischzentrifuge 5417R), um Plasmid-
DNA und RNA zu sedimentieren. Der Überstand wurde verworfen, das Sediment mit 1ml 70%
Ethanol gewaschen und nach erneuter Zentrifugation unter Vakuum getrocknet. Die DNA wurde
in 60µl TE-Puffer (2.8) resuspendiert und bei 4°C oder -20°C aufbewahrt. Restriktionsanalysen von
Plasmid-Minipräparationen wurde RNAse beigefügt.
Lösung A: 25mM Tris/HCl, pH 8.0
10mM EDTA, pH 8.0
50mM Glukose
Lösung B: 0,2N NaOH
1% SDS
Lösung C: 3MKaliumacetat, pH 4.8
2N Essigsäure
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3.2.5. Großaufarbeitung von Plasmid-DNA über Ionenaustauschsäulen 
(Maxipräparation)
Plasmid-Großaufarbeitungen wurden mit dem Maxipräp-Kit von Qiagen vorgenommen. 500ml
einer Bakterien ÜN-Kultur wurden durch 20-minütige Zentrifugation sedimentiert (5.000rpm  und
4°C in einem SLA-3000 Rotor). Das Bakteriensediment wurde in 10ml Puffer P1 resuspendiert,
dann vorsichtig mit 10ml Puffer P2 gemischt und 5min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Mischen mit 10ml Puffer P3 folgte eine 20-minütige Inkubation auf Eis. Ausgefällte Proteine,
chromosomale DNA und Zelltrümmer wurden durch  Zentrifugation vom plasmidhaltigen
Überstand getrennt (30min, 4°C, 10.000rpm in einem SA-600 Rotor). Der Überstand wurde über
einen Faltenfilter auf eine QUIAGEN-tip 500 Ionenaustauschsäule aufgetragen. Diese wurde zuvor
mit 10ml Puffer QBT äquilibriert. Der Durchlauf erfolgte über die Schwerkraft. Nach der
Adsorption der DNA an das Säulenmaterial wurde die Säule zweimal mit 30ml Puffer QC
gewaschen, anschließend wurde die Plasmid-DNA mit 15ml Puffer QF von dem Säulenmaterial in
ein 50ml Spitzbodenröhrchen eluiert. Dann wurde die DNA mit 10,5ml Isopropanol gefällt und
durch 45minütige Zentrifugation sedimentiert (6.000rpm, 4°C in einer Heraeus-Biofuge 28RS). Das
DNA-Sediment wurde mit 2ml 70% Ethanol gewaschen, nach erneuter Zentrifugation bei 37°C
getrocknet und anschließend in 200-400µl TE-Puffer resuspendiert.
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Puffer P1: 50mM Tris/HCl, pH 8.0
10mM EDTA, pH 8.0
100µg/ml RNase A
Puffer P2: 0,2N NaOH
1% SDS
Puffer P3: 2,5mM Kaliumacetat, pH 4.8
Puffer QBT: 0,75M NaCl
50mM MOPS, pH 7.0
15% Ethanol
0,15% Triton X-100
Puffer QC: 1M NaCl
50mM MOPS, pH 8.2
15% Ethanol
Puffer QF: 1,25 M NaCl
50mM MOPS, pH 8.2
15% Ethanol
3.2.6. Enzymatische Manipulationen von DNA
3.2.6.1. Restriktionsspaltung von DNA
Weil Restriktionsenzyme in 50% Glyzerin gelagert werden, ist das Endvolumen des Reaktions-
ansatzes abhängig von der eingesetzten Enzymmenge, da die Glyzerinkonzentration für optimale
Reaktionsbedingungen 10% nicht überschreiten sollte.
Analytische Spaltung (10µl Ansatz)
1µg Plasmid-DNA
2-5U Restriktionsenzym
1µl 10xReaktionspuffer (Abschnitt 2.14)
ad 10µl TE-Puffer
Restriktionsspaltungen wurden für mindestens 2h bei 37°C durchgeführt und entweder durch
Phenolextraktion, Fällung oder Zugabe von 6xBPB gestoppt. Präparative Spaltungen wurden
mindestens 4h oder ÜN inkubiert.
3.2.6.2. DNA Ligationen
Die zu inserierende DNA und die mit entsprechenden Restriktionsenzymen geschnittene,
gegebenenfalls dephosphorylierte Vektor-DNA wurden im Verhältnis 1:1 bis 10:1 eingesetzt. Die
Gesamtmenge an Vektor-DNA betrug in der Regel 0,1-0,5 µg. 
Reaktionsansatz
1µl Vektor- DNA
xµl Insert- DNA 
1µl 10xLigationspuffer (Abschnitt 2.14)
1µl T4-DNA-Ligase (30U/µl)
ad  10µl H2O bidest
Für Ligationen von DNA mit glatten Enden wurde die T4-DNA Ligase in höherer Konzentration
(400U/µl) eingesetzt. Ligationen wurden meistens über Nacht, mindestens aber 4h bei 16°C
inkubiert. 
27Methoden
Präparative Spaltung (100µl Ansatz):
10-20µg Plasmid-DNA
50-100U Restriktionsenzym
10µl 10xReaktionspuffer (Abschnitt 2.14)
ad 100µl TE-Puffer
3.2.6.3. Dephosphorylierung von Vektor-DNA
Bei dieser Reaktion entfernt das Enzym „calf intestinal alkaline phosphatase“ (CIP) Phosphat-
gruppen an den 5’-Enden linearisierter Vektoren. Dadurch wird eine Religation des Vektors
verhindert und somit die Einführung von Inserts begünstigt.
Die gereinigte, linearisierte Vektor-DNA wurde in 1xCIP Puffer (Abschnitt 2.14)aufgenommen, so
dass die DNA-Konzentration 0,05µg/µl betrug. Für 5’-Überhänge wurden 0,1U CIP pro pmol
DNA-Enden, für 3‘-Überhänge sowie glatte Enden 1U CIP pro pmol DNA-Enden verwendet. Der
Reaktionsansatz wurde für 60min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde der am 5’-Ende
dephosphorylierte Vektor mit Phenol extrahiert, wobei auch das Enzym inaktiviert wurde,
ethanolisch gefällt und unter Vakuum getrocknet.
3.2.7. DNA-Elektrophorese in Agarosehorizontalgelen
Verwendet wurden Gelschlitten von 7x4 und 15x25cm, sowie Agarosekonzentrationen von 0,7%
(für Fragmentlängen von 1-14 kB) bis 2% (Fragmente von 0,1-4kB). Die Agarose wurde der
Gelgröße und Gelkonzentration entsprechend abgewogen und in 1xTAE-Puffer gelöst. 
Im Mikrowellenofen wurde anschließend solange aufgekocht, bis die Lösung schlierenfrei war. Die
dabei kondensierte Wassermenge wurde ergänzt. Die Lösung wurde auf etwa 60°C abgekühlt, mit
Ethidiumbromid versehen (Endkonzentration 1µg/ml) und dann in den vorbereiteten Gelschlitten
gegossen. Nach der Erstarrung des Gels wurden die DNA-Proben mit 6xDNA-Probenpuffer
(Endkonzentration 1x) gemischt und in die Taschen des Gels pipettiert. Die elektrophoretische
Auftrennung der DNA erfolgte in einer horizontalen Elektrophorese-Apparatur mit 1xTAE-Puffer
bei 80-130V. Nach der Elektrophorese konnten die DNA-Banden durch Interkalation des
Ethidiumbromids zwischen den DNA-Basen im UV-Licht ( λ=260nm ) visualisiert und fotographiert
werden.
50xTAE-Puffer: 2M Tris/Natriumacetat, pH7.8
0,25M Natriumacetat
50mM EDTA





3.2.8. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNA-Fragmente wurde das gewünschte Fragment
unter UV-Licht (λ= 300nm) mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die Elution der DNA
erfolgte durch Adsorption an Silica-Kügelchen (Jetsorb DNA-Extraktionskit).
Zunächst wurde das isolierte DNA-Fragment abgewogen und mit dem doppelten Volumen an
Puffer P1, sowie einem Zehntelvolumen an Silicagel versehen. Das Gemisch wurde für 5min auf 
55°C erhitzt und anschließend eine Minute zentrifugiert (13.000rpm, 4°C in einer Eppendorf-
Tischzentrifuge5417R). Der Überstand wurde verworfen, das Pellet zweimal mit je 500µl Puffer P2
gewaschen und unter Vakuum getrocknet. Durch Zugabe von 60µl H2Obidest und fünfminütige
Erwärmung auf 55°C wurde die DNA von den Silica-Kügelchen eluiert. Die DNA-Konzentration
wurde mit Hilfe eines Agarosegels durch Vergleich mit dem Molekulargewichts-Standard λ Hind
III abgeschätzt.
Silica-Adsorptionskit: 5g Silica in 45ml 3M Natrium-Jodid
Puffer 1: 6M NaJ
Puffer 2: 10mM Tris/HCl; pH 7.5
2,5mM EDTA
50% (v/v) Ethanol
3.2.9. Sequenzierung von DNA
3.2.9.1. Denaturierung von doppelsträngiger DNA
Für die Anlagerung des Sequenzierungsprimers an das komplementäre DNA-Fragment wurde
doppelsträngige (ds) DNA zunächst denaturiert. In einem 1,5ml-Reaktionsgefäß wurden
32µl ds-DNA (2µg in TE-Puffer)
8µl 1N NaOH 
vermischt und 10min bei RT inkubiert. Die Neutralisierung erfolgte durch Zugabe von 7µl 3M
Natriumacetat, pH 4.5. Anschließend wurde die DNA mit 120µl 100% Ethanol präzipitiert,
gewaschen und nach Trocknen des DNA-Präzipitats in 10µl destilliertem Wasser resuspendiert.
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3.2.9.2. Anlagerung von Primern an DNA (Annealing)
5-10pmol des jeweiligen Sequenzierungsprimers wurden pro Reaktion benötigt. Die Molarität
berechnet sich folgendermaßen:
DNA Menge in µg x (106 pg/µg)
x pmol = 
Anzahl d. Basen x (330 pg/pmol)
Die Konzentration des Primers wurde in TE-Puffer verdünnt, so dass 2µl der genannten Molarität




1) für Doppelstrang-DNA-Matrizen gilt:
Die Mischung wurde für 5min in einem Eppendorf-Thermomixer auf 65°C erhitzt, dann für 10min
in ein 37°C Wasserbad überführt und schließlich mindestens 5min bei RT abgekühlt. Die Prozedur
ermöglicht eine langsame Ausbildung von komplementären Basenpaaren zwischen Primer und
DNA-Matrize.
2) für Einzelstrang-DNA-Matrizen (Phagen) gilt:
Das Reaktionsgemisch wurde für 10min auf 60°C erhitzt und anschließend für mindestens 10min
bei RT abgekühlt. Nach kurzer Zentrifugation kondensierten Wassers wurde danach sofort mit den
Sequenzreaktionen begonnen. 




Die Sequenzierungsmethode nach Sanger (Sanger et al, 1977) basiert auf Verlängerung des
angelagerten Primers durch DNA-Polymerase. In 4 parallelen Reaktionsansätzen wird jeweils ein
Desoxyribonukleotid (dNTP) zum Teil durch das korrespondierende Didesoxyribonukleotid
(ddNTP) ersetzt. Durch multiple Simultanreaktionen werden bei jeder möglichen Termination
ausreichende Mengen produziert, um eine Bande nach Auftrennung im Polyacrylamidgel zu
erzeugen. Die Visualisierung erfolgt mittels Autoradiographie, da das verwendete dATP mit 35S
markiert ist. Die Banden ergeben von unten (kurze DNA-Fragmente) nach oben gelesen, 
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die Sequenz in 5‘→3‘ Orientierung.
Für alle Sequenzierungen wurde der T7-Sequenzierungskit von USB verwendet. Er beinhaltet bis
auf das radioaktiv markierte dNTP  alle benötigten Komponenten. Zunächst wurde die T7-
Polymerase entsprechend den Anweisungen mit Enzym- Verdünnungspuffer versehen. Pro DNA-
Matrize wurden 0,5µl T7-Polymerase (8U/µl) mit 2µl des Puffers verdünnt. Der markierenden
Elongationsreaktion wurden folgende Komponenten beigemischt:
14-15µl Matrize/Primer 
3µl Markierungsmix (Gemisch aller Deoxynukleotide, außer dATP)
1µl 35S dATP (1µCi/µl)  
2µl T7-Polymerase, verdünnt
Der Reaktionsansatz wurde gemischt und 5min bei RT inkubiert. Währenddessen wurden jeweils
2,5µl der 4 dNTP/ddNTP-Gemische-„short“ auf Mikrotiterplatten pipettiert und 2min im 37°C
Wasserbad schwimmend erwärmt. Die Termination der Reaktion erfolgte durch Transfer von 4,5µl
des Markierungsgemischs zu jedem Didesoxyribonukleotid und folgender fünfminütiger Inkubation
bei 37°C. Danach wurde das Enzym durch Zugabe von 5µl Stop-Lösung denaturiert. Die Proben
wurden für 5min aufgekocht und sofort auf ein denaturierendes PAGE übertragen. 3µl pro
Nukleotid wurden dazu verwendet.
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dATP-Markierungsmix: 1,375µM dCTP, dGTP 
und dTTP
333,5mM NaCl
A‘- Mix kurz: 840µM dCTP, dGTP und dTTP
93,5µM dATP
14µM ddATP
40mM Tris/HCl, pH 7.5
50mM NaCl
‚C‘; ‚G‘ und entsprechende Anteile an jeweiligem 
‚T‘-Mix kurz: dNTP sowie ddNTP
Stop-Lösung: 0,3% Bromphenolblau
0,3% Xylen Cyanol
10mM EDTA, pH 7.5
97,5% Formamid, deionisiert
3.2.9.4. Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Zwei Glasplatten (20x40 cm) wurden mit Ethanol abgerieben, die Ohrenplatte wurde zusätzlich
mit Repellsilan behandelt. Die Platten wurden aufeinandergelegt und mit Klammern fixiert, wobei
durch Abstandhalter ein Zwischenraum von 0,4mm erzeugt wurde. 33ml Sequenziergel-Verdünner
wurden mit 12ml Acrylamid-Konzentrat und 5ml Sequenzierpuffer versehen. Anschließend wurde
die Polymerisation des Acrylamids durch Zugabe von 400µl 10% APS und 20µl TEMED gestartet,
die noch flüssige Lösung zwischen die Glasplatten gefüllt und ein Probenkamm mit der Rückseite
eingeschoben. Das polymerisierte Gel wurde in eine vertikale Elektrophorese-Vorrichtung einge-
spannt und nach Auffüllen der Gelkammern mit 1xTBE-Puffer durch einen 30-minütigen Vorlauf
(25mA; 40W; 3000V) erwärmt. Die vorbereiteten DNA-Proben wurden 10min bei 90°C denaturiert
und dann auf Eis gelagert. Nach dem Ausspülen von Harnstoff aus der Tasche wurde der Kamm
eingesteckt, so dass die Zähne ca. 0,5-1mm in das Gel ragten, danach wurden die Proben
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte für  1-2 Stunden mit den oben angegebenen Einstellungen.
Anschließend wurde die mit Repellsilan behandelte Ohrenplatte vom Gel abgelöst und das Gel auf
ein 3 MM Whatmanpapier übertragen. Das Gel wurde für 2h bei 80°C unter Vakuum getrocknet
und durch Autoradiographie analysiert.
denaturierendes Polyacrylamid-Gel:
12ml Sequenziergel-Konzentrat (Roth, Karlsruhe) 
33ml Verdünner (Roth, Karlsruhe)
5ml Puffer-Konzentrat (Roth, Karlsruhe)
400µl 10% APS
20µl TEMED
3.3. Allgemeine Arbeiten mit Zellkultur
3.3.1. Kultivierung eukaryontischer Zellen
Alle Säugetier-Zellinien wurden im Begasungsbrutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 6%
CO2 in beschichteten Kunststoffgefäßen kultiviert. CV1-Zellen wurden in D-MEM/10%FCS ge-
halten. Die Zellen wurden bei Konfluenz passagiert, dazu wurde das Kulturmedium entfernt,
einmal mit 2,5ml Trypsin/EDTA-Lösung gespült und nach Zugabe von weiteren 2,5ml
Trypsin/EDTA-Lösung bis zum Ablösen der Zellen von der Gefäßoberfläche bei 37°C inkubiert
(das angegebene Volumen bezieht sich auf eine 75cm2 Flasche). Die abgelösten Zellen wurden in
gewünschter Verdünnung in Kulturmedium resuspendiert, dabei wurde das Trypsin inaktiviert, und
in frische Zellkulturflaschen überführt. Die Lymphom Zellinie K562 wuchs als Suspensionskultur
in RMPI mit 10% FCS. Sie wurde 1:5 verdünnt, wenn eine Zelldichte von 5x105 Zellen/ml erreicht
war.
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10xTBE-Puffer: 890mM Tris, pH 8.3
890mM Borsäure
20mM EDTA
in 1l H2O bidest
Die Ausbildung rekombinanter Baculoviren, sowie die Produktion des rekombinanten Proteins
erfolgte mit Hilfe der Insektenzellinien Sf9 und High Five. Sf9 Zellen wurden bei einer Wachstums-
temperatur von 27°C in einem Brutschrank gehalten. Die Zufuhr von CO2, sowie die Luftfeuchtig-
keit spielen bei der Kultivierung von Insektenzellen keine Rolle. Die Zellen wurden in TNM-FH
Medium, supplementiert mit 10% FCS und einem Antibiotikum/Antimykotikum-Mix überwiegend
als Suspensionskultur in Kolben mit Schikane unter leichtem Schütteln (150 rpm) kultiviert. Zur
Weiterzucht wurden die Sf9 Zellen 1:10 verdünnt, wenn eine Zelldichte von 1x106 Zellen/ml
erreicht war. Gleichermaßen wurden auch High-five Zellen kultiviert, statt TMN-FH wurde für
diese Zellinie Ex-cell 405-Medium verwendet.
Medien und Lösungen: Abschnitt 2.15
3.3.2. Kryokonservierung eukaryontischer Zellen
Sollten Zellen für längere Zeit gelagert werden, wurden sie wie beschrieben trypsiniert, neutralisiert
und 5min bei 1300rpm sedimentiert. 5x106-1x107 Zellen wurden in 1,5ml Einfriermedium aufge-
nommen, in ein Kryokonservierungsröhrchen überführt und zunächst bei -70°C eingefroren. Nach





3.3.3. Inkulturnahme eukaryontischer Zellen
Zum Auftauen wurden eingefrorene Zellen zügig unter leichtem Schütteln im 37°C Wasserbad
aufgetaut und sofort in, auf 37°C vorgewärmtes, Kulturmedium überführt. Um Reste des zytotoxisch
wirkenden DMSO zu entfernen, wurde die Zellsuspension sedimentiert (5min, RT, 1300rpm in
einer Heraeus-Biofuge 28RS). Das Zellsediment wurde in frischem Kulturmedium aufgenommen
und konnte nun wie in 3.3.1. beschrieben kultiviert werden. Erfahrungsgemäß erholten sich frisch
aufgetaute Zellen leichter, wenn das Kulturmedium in den folgenden Tagen jeweils erneuert wurde.
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3.3.4. Bestimmung der Lebendzellzahl mittels Trypanblaufärbung
10µl der Zellsuspension wurden 1:10 mit 0,04% Trypanblau gemischt. Die Zelldichte wurde mit
einer Neubauer Zählkammer mikroskopisch bestimmt. Blau gefärbte Zellen wurden nicht gezählt,
da das Eindringen des Farbstoffes über die defekte Plasmamembran einer bereits toten Zelle erfolgt.
Die Zelldichte (Zellen/ml) ergibt sich aus der Multiplikation aller gezählten Zellen eines großen
Feldes (entsprechend 16 kleinen Feldern) mit dem Faktor 1x104.
3.3.5. Resuspension adhärenter Zellen ohne Trypsin
Der Rezeptor über den die Papillomavirus-Infektion erfolgt ist trypsin-sensitiv. VLP-Zellbindungs-
studien, die mit adhärenten Zellen durchgeführt werden, müssen daher ohne Trypsin auskommen.
Ablösen der Zellen mit einem Zellschaber führt zu Verklumpungen die eine Zellzahlbestimmung
erschweren. Zudem trägt ein beträchtlicher Anteil an Zellen Schäden davon die zum Zelltod
führen. Zum Ablösen der Zellen von der Kulturflasche wurde daher Zell-Dissoziationspuffer
(GibcoBRL) verwendet. Die genaue Zusammensetzung des Puffers ist unbekannt. Es handelt sich
gemäß Beschreibung des Herstellers um einen Enzym-freien Puffer der chelatierende, zell-
konditionierende Agenzien beinhaltet.
Die Kultur adhärenter Zellen (CV1-Zellen) wurde zunächst zweimal mit PBS-Puffer gewaschen
und anschließend 5-10 min bis zum Ablösen der Zellen mit dem Zell-Dissoziationspuffer bei
Raumtemperatur inkubiert, dabei wurden ca. 5ml für eine konfluente Kultur in 75cm2-Flaschen
benötigt. Anschließend erfolgte die gewünschte Verdünnung mit dem üblichen Medium.
3.3.6. Amplifikation von rekombinanten Bakulovirus-Stammpräparationen (Stocks)
Virus-ähnliche Partikel von Papillomaviren wurden mit Hilfe des Bakulovirus-Protein-
expressionsystem hergestellt. Um Virusstocks zu amplifizieren, wurden zunächst 20ml Sf9-Zellen
mit einer Zelldichte von 2x105 Zellen/ml in 125cm2-Flaschen pipettiert. Nachdem sich die Zellen
nach ca. 10-20min am Flaschenboden abgesetzt hatten, wurde das Medium entfernt und durch 2ml
des zu amplifizierenden Bakulovirusstocks in 10ml frischem TMN-FH Medium ersetzt. Infektion
und Amplifikation erfolgte für 6 Tage bei 27°C. Schließlich wurden im Überstand des Mediums
befindliche Bakuloviren abgenommen und in 50ml-Spitzbodenröhrchen überführt. Durch
Zentrifugation wurden die Zellen sedimentiert (10min, 20°C und 5000rpm in einer Heraeus-
Biofuge 28RS). Der Bakulovirus-haltige Überstand wurde in ein frisches Behältnis pipettiert und so
bei 4°C gelagert. 
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3.4. Arbeiten mit Hefen
3.4.1. Herstellung von Glyzerinkulturen 
Die Hefen wurden in flüssigem YPD-Vollmedium bei 30°C geschüttelt, bis eine Zelldichte von 5x107
erreicht war. Die Zellsuspension wurde nach Zugabe von 20% Glyzerin in 2ml Kryokonservierung-
röhrchen überführt. Einfrieren der Zellen sowie die langfristige Lagerung erfolgten bei –80°C.
3.4.2. Kultivierung von Hefezellen der Art Sacchrachomyces cerevisiae
Die Hefen wurden zunächst aus der –80°C Glyzerinkultur auf Platten des entsprechenden Mediums
ausgestrichen und bei 30°C 2-5 Tage kultiviert. Diese Stammkultur konnte nun mehrere Wochen,
bei 4°C gelagert, für die Inokulation von flüssigem Medium verwendet werden.
Medien und Lösungen: Abschnitt 2.16
3.4.3. Herstellung kompetenter Hefezellen (nach Gietz und Schiestl, 1995)
Zunächst wurden 5ml YPD-Vollmedium mit Hefen angeimpft und über Nacht bei 30°C im
Schüttler inkubiert. 50ml frisches, vorgewärmtes YPD-Medium wurde am folgenden Tag so
angeimpft, dass die Hefekultur eine Ausgangsdichte von 5x106 Zellen/ml hatte. Diese Kultur wurde
bei 30°C und 200rpm geschüttelt, bis nach ca. 5 Stunden eine Zelldichte von 2x107 Zellen/ml
erreicht war. Die Kompetenz der Hefezellen wurde dann durch mehrere Waschschritte erhöht. Die
Hefekultur wurde sedimentiert (5min, 20°C und 5000rpm in einer Heraus-Biofuge 28RS), danach
wurde der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 25ml sterilem H2O bidest resuspendiert
und erneut sedimentiert. Nach Resuspension der Kultur in 1ml sterilem 100mM Lithiumacetat
wurden die Zellen in ein 1,5ml Reaktionsgefäß überführt. Nach erneuter Zentrifugation (5min,
20°C und 6000rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge 5417R) wurde das Hefezellpellet in 400µl
100mM LiAc aufgenommen, dabei sollte die Zelldichte ca. 2x109 Zellen/ml betragen. 
Pro Transformationsansatz wurden 50µl der so vorbereiteten Zellen verwendet.
1M Lithium-Acetat Stammlösung, pH 8,4-8,9 
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3.4.4.Transformation von Hefe mit Plasmid-DNA
Den kompetenten Hefezellen wurden folgende Lösungen zugefügt: 
240µl Polyethylen Glykol (PEG, MW4000)
36µl 1M LiAc
25µl ss-TrägerDNA (Lachssperma)
50µl H2O bidest, inklusive 2µg des gewünschten Plasmids
Die Agenzien sollten in dieser Reihenfolge zugefügt werden, da PEG die Hefen vor Zerstörung
durch die hohe Konzentration an Lithiumacetat (LiAc) bewahrt. LiAc erhöht die Permabilität der
Zellwände und somit die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Transformation. Die so vorberei-
tete Transformationsmixtur wurde durch „Vortexen“ sorgfältig vermischt und für 30min bei 30°C im
Wasserbad inkubiert. Die Aufnahme der DNA erfolgte durch anschließenden Hitzeschock für
25min bei 42°C. Dabei ist zu beachten, dass die Länge des Hitzeschocks vom zu transformierenden
Hefestamm abhängig ist.
Der Transformationsmix wurde anschließend durch Zentrifugation entfernt (15s, RT und 6000rpm
in einer Eppendorf-Tischzentrifuge 5417R). Die Zellen wurden in 1ml sterilen H2O bidest
resuspendiert. Davon wurden ca. 100µl auf geeigneten Selektionsnährböden ausplattiert. Für den
Transfer des Zielproteins HPV16-L1 in den Hefestamm PJ69-4a genügte ein Transformationsansatz
dieser Art. Erfolgreiche Transformanten wurden auf die Fähigkeit zur Tryptophan-Synthese
selektiert. Das Plasmid pGBT9 enthält die entsprechende Information (Abschnitt 2.8).
10mg/ml Lachssperma-Träger-DNA-Stammlösung:
in TE-Puffer, für Transformation von Hefen auf 2mg/ml verdünnen und 5min aufkochen
50% Polyethylenglykol-4000 Stammlösung
3.4.4.1. Transformation einer Peptidbibliothek in Hefen 
Die Übertragung der Random-Peptidbibliothek in den Hefestamm PJ696 erforderte die Gewinnung
von über 107 unabhängigen Klonen, da die Komplexität dieser Bibliothek 107 unterschiedliche
rekombinante Peptidsequenzen beträgt. Diese Anzahl an Transformanten konnte mit ca. 80 der in
Abschnitt 3.4.4. beschriebenen Ansätze erreicht werden. Dazu waren 4 Transformationsexperi-
mente nötig, wobei zweimal 20% sowie 35% und 63% der Bibliothek gewonnen wurden. Jeweils
300µl der, gemäß Abschnitt 3.4.4, transformierten Hefen wurden mit Hilfe von sterilen Glas-
kügelchen auf 30x30cm großen Agarplatten verteilt, so dass ca. 40.000 Klone pro Platte wachsen
konnten. Die Selektion erfolgte mit SD/-Leucin Minimalmedium, da das eingeschleuste Plasmid
pGAD.GH die Information zur Leucinsynthese trägt. Die einzelnen Kolonien wurden in etwas SD-
Medium von den Platten abgeschabt und nach Bestimmung der Zelldichte bei –80°C eingefroren.
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3.4.5. Kolokalisierung von Plasmiden durch Hefepaarung (Mating)-
Durchführung eines Two-Hybrid-Screenings
Nach der Übertragung der Plasmide pGBT9-HPV16.L1 (Bait= Zielprotein) in PJ69-4a und
pGAD.GH-Lib in PJ 696, befanden sich Zielprotein und Bibliothek in Hefen von unterschied-
lichem Paarungstyp. Die beiden Plasmide wurden durch Paarung in diploiden Hefezellen vereinigt.
Im Vergleich zu der herkömmlichen Methode der Kotransformation reduziert sich der Hintergrund
(BG) von Zellen, die nur ein Plasmid beinhalten um den Faktor 100. Dadurch wird das Wachstum
von positiven Klonen erleichtert. 
Für die Vorbereitung der Hefepaarung wurde der Hefestamm PJ69-4a/ pGBT9-16.L1 zunächst über
Nacht in SD/-Tryptophan Medium selektiert. Mit der ÜN-Kultur wurden am folgenden Tag 20ml
YPD-Vollmedium inokuliert und bei 30°C im Schüttler inkubiert. Nach 10-12 Stunden (dabei ist
darauf zu achten, dass die OD600nm=0,8 nicht überschreitet) wurden 3x500ml YPD-Vollmedium
angeimpft, so dass die OD600nm=0,01; 0,03 oder 0,05 betrug. Die so angeimpften Kulturen wurden
eine weitere Nacht bei 30°C geschüttelt. Die Paarung der Hefen wurde am folgenden Tag
durchgeführt. Dazu wurde die OD der drei ÜN-Kulturen überprüft. Die ausgewählte Kultur sollte
mindestens 2x109 Hefezellen enthalten, ohne eine OD600nm=0,8 zu überschreiten.
Der Hefestamm PJ 696, der die Random-Peptidbibliothek enthält, wurde nun langsam auf Eis
aufgetaut. Dabei wurden die 4 Bibliothekpools entsprechend ihrem prozentualen Anteil an der
Gesamtkomplexität der Bibliothek vermischt. Konkret wurden je 125µl der Pools 20%a, 20%b und
39% sowie 400µl des 63% Pools (Zelldichte je 1,25x109) vereinigt, so dass die Gesamtzahl an
Bibliothekshefen 1x109 betrug, diese Zellmenge wurde nach dem ersten Paarungsversuch ver-
doppelt. Zwecks kurzer Regeneration wurde die Hefebibliothek 10min in 20ml YPD-Voll-medium
bei 30°C geschüttelt. Anschließend wurde die Kultur mit 2x109 Baithefen vermischt und mit Hilfe
einer Sterilfiltrationsapparatur auf 0,22µm Filter übertragen. Es ist wichtig die Hefen unter-
schiedlichen Paarungstyps auf kleinstem Raum anzunähern, damit die Paarung effizient erfolgen
kann. Etwa 15 Filter waren notwendig, um die insgesamt 3x109 Zellen zu übertragen. Die Filter
wurden nun für 5h auf YPD-Agarplatten bei 30°C belassen. In dieser Zeit erfolgte die Paarung.
Anschließend wurden die Hefen mit je 2x0,8ml Selektionsmedium SD/-HALT pro Filter resus-
pendiert (Abschnitt 2.12.2.). Das Volumen der vereinigten Hefesuspension betrug ca. 20ml. Je 50µl
einer 10-3 Verdünnung dieser Suspension wurden auf 15mm -L; -T bzw. -LT Selektionsplatten
ausplattiert, um die Matingeffizienz sowie den Anteil der diploiden Hefezellen an dem Gesamt-
bibliothekspool bestimmen zu können (siehe Tab. 4.2).
Zur Selektion auf Aktivierung der Reportergene Histidin und Adenin wurden je 1ml der
Hefesuspension auf 30x30cm -His, Ade, Leu, Trp-Agarplatten übertragen. Der Selektionsdruck auf
falsch-positive Klone wurde durch Zugabe von 2mM 3-Aminotriazol, einem Inhibitor des HIS3-
Genprodukts, erhöht. Das Wachstum von positiven Klonen unterstreicht dadurch die anhaltende
starke und somit spezifische Aktivierung des HIS-Reportergens. Die Selektion positiver Klone
erfolgte 5 Tage bei 30°C.
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3.4.6. Aufreinigung von Plasmid DNA aus Hefe-Hoffmann/Winston Methode
Je 2ml YPD-Medium wurden mit einem Hefeklon inokuliert und über Nacht bei 30°C geschüttelt.
Die Hefekultur wurde am folgenden Tag in ein 1,5ml-Reaktionsgefäß überführt und sedimentiert
(5s, RT und 13.000rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge 5417R). Nach Entfernung des Über-
standes wurden die Zellen in 200µl Hefe-Lysepuffer resuspendiert. Es erfolgte die Zugabe von
200µl Phenol/CIA und 300mg säuregewaschenen Glaskügelchen (425-600µm). Diese Mixtur
wurde anschließend für 2min gevortext, um die Zellwand zu zerstören. Nach fünfminütiger
Zentrifugation bei 13.000rpm wurde der DNA-haltige Überstand (CIA-Phase) in ein frisches 1,5ml
Reaktionsgefäß überführt. Die Plasmid-DNA wurde wie üblich mit Ethanol präzipitiert. Die so
gewonnenen Hefeplasmide wurden nach Elektroporation in E.coli HB101 amplifiziert und auf M9-
Minimalplatten (Abschnitt 2.13) auf Synthese von Leucin selektiert. HB101 ist auxotroph für
Leucin und vermag daher nur nach erfolgreicher Transformation eines LEU-Marker beinhaltenden
Plasmides zu wachsen.





3.5. Arbeiten mit Phagen
3.5.1. Kultivierung des Bakterienstammes ER2267
Da die Infektion von Bakterien mit Bakteriophagen über den F-Pilus erfolgt, wurden die verwende-
ten Wirtsstämme zuerst auf die Präsenz des F-Pilus selektiert. Dazu wurden die Bakterienstämme
aus der Glyzerinkultur heraus auf Minimalplatten ausplattiert und 2 Tage bei 37°C inkubiert. Die
Information zur Prolin-Biosynthese wird über das Gen des F-Faktors  reguliert und komplementiert
dadurch eine chromosomale Deletion, so dass Kultivierung ohne exogenes Prolin die Aufrechter-
haltung infizierbarer (F-Pilus positiver) Bakterien gewährleistet. Die so kultivierten Bakterien soll-
ten maximal 4 Wochen bei 4°C aufbewahrt werden.
Flüssigkultivierung erfolgt ausschließlich in LB-Medium. Der daraus resultierende Verlust an F-
Pilus positiven Bakterien war vernachlässigbar, solange die Kulturen stets frisch mit Bakterien der
Minimalplatte angeimpft  wurden.
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3.5.2. Wichtige Regeln für die Kultivierung von rekombinanten Bakteriophagen
Die Initiierung einer Infektion mit dem Bakteriophagen M13  erfolgt durch Interaktion des Phagen-
schwanzproteins pIII und dem F-Pilus des Wirts. Die Effizienz der Vermehrung rekombinanter
Phagen wird wegen der n-terminalen Fusion von, insbesondere Cys-haltigen, peptidcodierenden
Sequenzen an das Hüllprotein pIII, vermindert. Jede Kontamination mit Wildtyp-M13 führt
dadurch zu einer starken in vivo  Selektion zugunsten des Wildtyps. 
Wt-Kontaminationen können durch konsequenten Gebrauch gestopfter Pipettenspitzen vermieden
werden. Dennoch auftretende Kontaminationen können durch die Verwendung X-Gal haltiger LB-
Platten visualisiert werden. Rekombinante Phagen beinhalten die Information zur Synthese von ß-
Galaktosidase, wodurch die phagen-induzierten Hemmhöfe (Plaques) im Bakterienrasen blau er-
scheinen. Wt-Kontaminanten sind hingegen durchsichtig. Kontaminierte Kulturen rekombinanter
Phagen können durch wiederholte Isolierung einzelner blauer Plaques von wt-Kontaminationen
gereinigt werden.
3.5.3. Bestimmung des Phagentiters 
Die Bestimmung der Konzentration einer Phagensuspension erfolgt über die Auszählung von
Hemmhöfen (Plaques) im Bakterienrasen, wobei ein Hemmhof auf einen einzelnen Phagen zurück-
zuführen ist. Serielle Verdünnungen der Phagensuspension ermöglichen das Auszählen der
Hemmhöfe. 
Für die Bestimmung des Phagentiters wurden 5ml LB-Medium mit Bakterien angeimpft und bis
zum Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase für ca. 4h bei 37°C inkubiert. Währendessen
wurde Agarose Top in der Mikrowelle aufgekocht und in 3ml Portionen in sterilen 5ml-Reagenz-
gläsern bei 45°C behalten. LB-Agarplatten (+X-Gal) wurden bei 37°C vorgewärmt. Um die Phagen-
Aufreinigungen zu verdünnen, wurden je 18µl LB Medium in 1,5ml-Reaktionsgefäßen vorgelegt. Je
2µl der originalen Phagen Aufreinigungen wurden entnommen und seriell 1:10 verdünnt, bis die
gewünschte Verdünnung erreicht war. Für jede Verdünnung wurde eine frische Pipettenspitze ver-
wendet. Plaques von Eluaten der Affinitätsselektion waren im Bereich 10-4 bis 10-6, amplifizierte
Phagenpräparationen bei einer Verdünnung von 10-9 bis 10-11 auszählbar. Den Phagenverdünn-
ungen wurden dann je 200µl der vorbereiteten Bakterienkultur beigefügt, durch Vortexen gemischt
und nach einer Minute mit der Agarose vermengt. Die Agarose wurde anschließend durch sanftes
Schwenken der LB-Agarplatten gleichmäßig verteilt. Nach Erstarrung der Agarose wurden die
Platten bei 37°C über Nacht kultiviert. Die Bestimmung der Phagenkonzentration erfolgte am
folgenden Tag durch Auszählen der entstandenen Phagenhemmhöfe. Diese Zahl wurde mit dem
Verdünnungsfaktor multipliziert und durch 20 geteilt, um den Phagentiter als PFU/µl (plaque
forming unit) anzugeben.
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Vor der Zugabe von 1ml/IPTG/X-Gal Stammlösung auf <70°C abkühlen
Agarose Top: 7g Agarose pro 1l LB-Medium,autoklavieren,
bei Bedarf in der Mikrowelle aufkochen.
3.5.4. Durchführung des “Phage-Display-Library”-Screenings- Affinitätsselektion
20mm Polystyren-Petrischalen wurden mit 1µg HPV11-L1 VLPs in 1ml PBS-Puffer beschichtet und
über Nacht in einer abgedichteten, feuchten Box bei leichtem Schütteln und 4°C inkubiert. Zur
Kontrolle der Selektion wurde eine weitere Platte nur mit 1ml PBS-Puffer versehen.
Am nächsten Morgen wurde die Lösung sorgfältig entfernt. Anschließend wurde die Schalen
komplett mit Blockpuffer gefüllt und für mindestens eine Stunde bei 4°C belassen. Nach Entfernung
des Blockpuffers wurde die Schalen 6x mit PBS/0,1% Tween20 gewaschen. Anschließend wurden
10µl der Phagenbibliothek, entsprechend 2x1011 Phagen insgesamt, in 1ml PBS verdünnt und so zu
den mit HPV11-VLPs und PBS-Puffer beladenen Petrischalen gegeben. Es erfolgte eine einstündige
Inkubation bei leichtem Schütteln und Raumtemperatur. Nach vollständigem Entfernen der
Phagenbibliothek wurden unspezifische Phagen äußerst sorgfältig weg gewaschen. Dafür wurden
die Petrischalen 1h mit PBS/0,1% Tween20 gewaschen, wobei der Waschpuffer ständig erneuert
wurde. Zum Entfernen des Waschpuffers wurde jedesmal ein frisches Papier und eine neue
gestopfte Pasteurpipette verwendet, um Kontaminationen zu vermeiden. Die Elution gebundener
Phagen erfolgte durch Erhöhung der Protonenkonzentration. Nach 10min bei RT wurde das Eluat
neutralisiert. 1µl der eluierten Phagen wurde für die Bestimmung der verbliebenen Phagenmengen,
wie in 3.3.3. beschrieben, getitert. Das restliche Eluat wurde wie in 3.3.5. beschrie-ben amplifiziert
und aufgereinigt. Von der spezifisch angereicherten, amplifizierten Phagenbiblio-thek wurden
insgesamt 2x1011 PFU für eine zweite und später eine dritte Runde der Affinitäts-selektion
eingesetzt. Dabei wurde die Tween20-Konzentration des Waschpuffers auf 0,5% erhöht. Nach drei
Anreicherungsrunden von HPV11-VLP spezifischen Phagen, wurden einzelne blaue Plaques durch
Picken mit einem sterilen Zahnstocher isoliert und anschließend amplifiziert.
Blockpuffer: 3% BSA in PBS
0,02% Natriumazid, sterilfiltrieren und bei 4°C lagern
Elutionspuffer: 0,2M Glycin/HCl, pH 2.2
Neutralisierungspuffer: 1M Tris-HCl, pH 9.1
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3.5.5. Amplifikation und Aufreinigung von Phagenklonen
Der Bakteriophage M13 infiziert E.coli über den F-Pilus und durchläuft dann den lytischen Zyklus
zur Produktion von Nachkommen. Für die Amplifikation von rekombinanten Phagen wurde LB-
Medium mit E.coli ER2267 inokuliert. Die Infektion mit Phagen erfolgte in der exponentiellen
Wachstumsphase der Bakterienkultur, die nach 2-4h erreicht war. Alternativ wurde eine ÜN-Kultur
1:100 in frischem LB-Medium verdünnt. Zwecks Isolierung von Plaques wurde 1ml der Kultur mit
einem gepickten Phagen infiziert. Nach 4,5h Inkubation bei 37°C wurde die Suspension
sedimentiert (10min, 4°C und 10.000rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge 5417R). Der
Überstand wurde in ein frisches 1,5ml-Reaktionsgefäß überführt und nochmals zentrifugiert.
Anschließend wurden 0,8ml entsprechend 80% des ÜS in eine frisches Reaktionsgefäß gegeben.
Dabei wurde ein Phagenvorrat erhalten, der einige Wochen bei 4°C aufbewahrt werden konnte.
Langfristige Lagerung erfolgte nach Zugabe von 50% sterilem Glyzerin bei -20°C.
Für einige Anwendungen waren große Phagenmengen erforderlich. Je 20ml einer 1:100 in LB-
Medium verdünnten E.coli ER2537 ÜN-Kultur wurden mit 10µl eines Phagenvorrates infiziert. 
Nach 4,5h wurde die Bakteriensuspension in Zentrifugenröhrchen überführt und zentrifugiert
(10min, 4°C und 10.000rpm in einem SA-600 Rotor). Danach wurden 16ml des Überstandes in ein
50ml-Spitzbodenröhrchen überführt, mit 2,5ml PEG/NaCl versehen und ÜN bei 4°C gefällt. Das
Phagenpräzipitat wurde am folgenden Morgen zentrifugiert (15min, 4°C bei 6000 rpm in einer
Heraeus-Biofuge 28RS). Das Sediment wurde in 1ml PBS resuspendiert, in ein 1,5ml Gefäß
pipettiert und durch nochmalige Zentrifugation von verbliebenen Bakterien befreit. Anschließend
wurde mit 1/6 Volumen, entsprechend 170µl, PEG/NaCl für 1h auf Eis präzipitiert. Das endgültige
Phagenpräzipitat wurde nach 10min Zentrifugation bei 12000rpm und 4°C in einer Eppendorf-
Tischzentrifuge 5417R in 50µl PBS resuspendiert. Anschließend wurde der Phagentiter ermittelt, er
betrug im Durchschnitt ca 1x1010 PFU/µl. 
PEG/NaCl: 20%(w/v) Polyethylen Glykol-8000
2,5M NaCl, autoklavieren
3.5.6. Präzipitation von Phagen-DNA
Die Sequenzierung HPV11-spezifischer Phagen erforderte die Aufreinigung von Phagen-DNA, die
als beim Bakteriophagen M13 als Einzelstrang-Genom vorliegt.
Dazu wurden 500µl des Phagenvorrats, der wie in Kapitel 3.5.5. durch Isolierung von Plaques
produziert wurde, mit 200µl PEG/NaCl versehen. Die Phagen wurden nach 10minütiger
Inkubation bei RT mit 12.000rpm in der Tischzentrifuge präziptiert. Nach vollständiger Entfernung
des Überstandes wurde das Phagensediment gründlich in 100µl Jodpuffer resuspendiert und mit
250µl 100% Ethanol versehen. Die einzelsträngige Phagen-DNA wurde für 10min bei RT ausgefällt. 
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Nach Sedimentation des Präzipitats (10min, RT und 11000rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge
5417R) folgte der übliche Waschschritt mit 70% Ethanol. Das DNA-Präzipitat wurde nach





3.6. Arbeiten mit Proteinen 
3.6.1. Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Bei diesem Verfahren werden Proteine entsprechend ihrer molekularen Masse in einem elektri-
schen Feld aufgetrennt. SDS denaturiert die Proteine als starkes Detergenz, gleichzeitig erhalten die
Proteine eine einheitlich negative elektrische Ladung, so dass ihre Wanderungsgeschwindigkeit im
Wesentlichen nur von ihrem Molekulargewicht abhängt. Die verwendeten Gele sind diskonti-
nuierlich, bestehen also aus einem großporigen Sammelgel und einem kleinporigen Trenngel. Zu-
dem kommt es an der Grenze durch einen pH-Sprung zu einer Fokussierung der Proteine, was die
Auflösung deutlich steigert. 
Die verwendete Gelkonzentration von 12% Acrylamid erlaubte die Auftrennung von Proteinen mit
einem MW zwischen 10-150kDa. Mengenangaben beziehen sich auf ein 10x15cm großes Gel. Zum
Gießen der Gele und für die Elektrophorese wurden vertikale Gelapparaturen verwendet.
Für das Trenngel wurden 8ml Acrylamidlösung mit 7,5ml Trenngelpuffer vermischt, auf 20ml mit
H2O bidest aufgefüllt und 200µl 10%SDS, 200µl APS sowie 8µl TEMED zugegeben. Das Trenngel
wurde bis 3cm unterhalb des oberen Ohrenglasplattenrandes eingegossen und mit etwas
Isopropanol überschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol abgesaugt, das
Sammelgel (5% Acrylamid) gegossen und ein Kamm eingesetzt. Die Sammelgellösung wurde aus
830µl Acrylamidlösung, 500µl Sammelgelpuffer; 3,4ml H2O bidest, 50µl 10%SDS, 50µl APS und
5µl TEMED hergestellt. Nach Polymerisation des Sammelgels wurde der Kamm entfernt und das
Gel in die Elektrophorese-Apparatur eingespannt.
Die Proteinproben wurden mit Proteinlyse-Puffer versetzt, 10min bei 100°C denaturiert und kurz
abzentrifugiert bevor sie auf das Gel aufgetragen wurden. Als Referenz wurden vorgefärbte
Standard-Proteinmarker verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei 90 V mit 1xProtein-Laufpuffer,
nach Eintritt der Proben in das Trenngel konnte die Spannung auf 135 V erhöht werden.
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Trenngel-Puffer: 1M Tris, pH8.8
Sammelgel-Puffer: 1M Tris, pH 6.8
10x Protein-Laufpuffer: 125mM Tris
1M Glycin
1% SDS





10µl   TEMED
3.6.2. Silberfärbung von Proteingelen
Mit dieser Methode lassen sich die über ein PAGE aufgetrennten Proteine anfärben. Das Proteingel
wurde dazu unmittelbar nach Abschluß der Elektrophorese für 2 Stunden bei RT in 100ml
(Mengenangaben beziehen sich auf ein Gel der Größe 10x15 cm) AG-Fix fixiert und danach 3x in
100ml 50% (v/v) Ethanol gewaschen. Alle verwendeten Lösungen wurden frisch hergestellt. Das
Gel wurde für eine Minute in 100ml Natriumthiosulfat geschwenkt, 3x in H2O bidest gewaschen
und danach 20min mit 100ml Silbernitrat inkubiert. Anschließend wurde 3x gewaschen. Die
Silberfärbung wurde dann mit 100ml Natriumcarbonat Lösung entwickelt, bis die Proteinbanden
sichtbar wurden. Nach Abstoppen der Entwicklung mit 100ml AG-Stop für 20min, konnte das Gel
getrocknet werden.
AG-FIX: 50ml Methanol (50%)
12ml Essigsäure (12%)
50µl 37% Formaldehyd
ad 100ml H2O bidest
Natriumthiosulfat-Lösung: 0,02g Na2S2O3 /100ml H2O bidest
Silbernitratlösung: 0,2g AgNO3/100ml H2O bidest
75µl 37% Formaldehyd




3.6.3. Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Um die Konzentration von VLPs zu bestimmen, wurden definierte Mengen einer VLP-Aufarbeitung
gemeinsam mit BSA-Konzentrationsstandard über ein PAGE aufgetrennt. Der BSA-Standard
wurde in den Konzentrationen 5µg; 2µg; 1µg; 0,5µg und 0,2µg auf das Gel mit aufgetragen. Nach
Anfärbung des Gels mit Silbernitrat wurden die Bandenintensitäten mit dem Standard verglichen
und so die Konzentration abgeschätzt. Eine Proteinbestimmung nach Bradford war nicht sinnvoll,
da die VLPs nach Aufreinigung im CsCl-Gradienten noch mit zahlreichen Proteinen, sowie nicht
zur Partikelbildung befähigten Degradationsprodukten verunreinigt sind.
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3.6.4. Dialyse von Proteinen
Hier wurden Dialysen hauptsächlich durchgeführt, um virusähnliche Partikel von zellschädigenden
Konzentrationen an CsCl zu befreien. VLPs adsorbieren offenbar leicht an Dialyseschläuche. Um
den Verlust von VLPs bei der Dialyse zu minimieren, wurden Dialysefilter mit einer Porengrösse
von 0,025µm und einem Durchmesser von 25mm verwendet. Zunächst wurden die Filter vorsichtig
auf eine mit 20ml HS-Puffer (Abschnitt 2.8) gefüllte Petrischale gelegt. Mit einer Pipette wurden
ca. 700µl einer VLP-Präparation auf den Filter gegeben. Die Dialyse wurde für 2h bei RT bzw. 4°C
ÜN belassen, anschließend wurden die dialysierten VLPs vorsichtig abpipettiert und in einem
Reaktionsgefäß gesammelt.
3.6.5. Kopplung von Biotin an Proteine
Weil die Biotinylierung von Proteinen leicht durchzuführen ist, wurden HPV11-VLPs für den VLP-
Festphasen Zellbindungsassay biotinyliert. Biotinylierte Moleküle können nach Bindung an einen
HRP-gekoppelten α-Biotin Antikörper durch Zugabe von Substratlösung detektiert werden. Da
Biotin ein kleines Molekül von 244Da ist, wird in den meisten Fällen kein Einfluß auf die
biologische Aktivität des Proteins erwartet. Als Biotinreagenz wurde EZ-link™Sulfo-NHS-LC-
Biotin (Pierce) verwendet. Dieses Agenz ist hydrophil, der Biotinanteil wird durch einen Spacer-
Arm von der Kopplungsgruppe getrennt so dass eine optimale Antigenerkennung gewährleistet
werden kann. 
Das optimale Biotinylierungsverhältnis für HPV11-Kapside wurde ermittelt. 1mg HPV11-VLPs
wurden mit 100µl einer frisch in Wasser gelösten Reagenzlösung (1mg/ml) versehen. Das entspricht
einem 50-fachen molaren Überschuß an Reagenz, bezogen auf die Molarität eines einzelnen
Kapsomers (es wurden 72 Biotinylierungspositionen pro Kapsid kalkuliert). Nach 45-minütiger
Reaktionszeit wurden die VLPs ÜN bei 4°C gegen HS-Puffer (2.11) dialysiert, um ungekoppelte
Biotinreste zu entfernen. Die Biotinylierung der VLPs wurde mittels indirektem ELISA und
Western Blot überprüft.
3.6.6. VLP-Produktion und Aufreinigung
Für die präparative Produktion von Papillomavirus-VLPs wurden zunächst 400ml High-five-Zellen
mit einer Zelldichte von 1-1,5x106 Zellen/ml mit dem Protein-exprimierenden Bakulovirus infiziert
(ca.5-10ml eines Bakulovirus-Vorrates). Um eine möglichst synchrone Infektion aller Zellen zu
erreichen, wurden die Zellen erst sedimentiert (10min, RT bei 1500rpm in einer Heraeus-Biofuge
28RS) und dann in insgesamt 30ml frischem Ex-Cell 405 Medium resuspendiert. Nach Zugabe von
10ml Virusstock (die MOI sollte zwischen 2 und 5 betragen) und einstündiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die infizierten Zellen mit 200ml frischem Medium verdünnt und in
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Kolben mit Schikane überführt. Nach 3-4 Tagen Schütteln bei 27°C wurden die Zellen wie oben
beschrieben pelletiert und einmal mit PBS gewaschen.
Für die Proteinaufreinigung wurden die geernteten Zellen dann in 9ml Extraktions-puffer/0,01%
Triton resuspendiert. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgeführt. Nach Zugabe von 200µl
100mM PMSF wurden die Zellen durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen (2x45s, Stufe 3,
konstanter Impuls) und die Zelltrümmer durch Zentrifugation entfernt (10min, 4°C bei 10.000rpm
in einem SA-600 Rotor). Der Überstand wurde in einem 50ml Spitzboden-Röhrchen gesammelt,
während das Sediment nochmals in 9ml Extraktionspuffer/0,01% Triton resuspendiert und nach
Zugabe von 200µl PMSF mit Ultraschall (45s, Stufe 3, Impuls 60) behandelt wurde. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Überstände vereint und auf einen vorbereiteten Zweiphasen-Gradienten
aufgetragen.
4,7g Cäsiumchlorid wurden in 8 ml Extraktionspuffer (ohne Triton!) gelöst und in ein 25x89 mm
Beckman Zentrifugen-Röhrchen überführt. 10ml einer 40%-Sacchraroselösung wurden vorsichtig
überschichtet, so dass die Phasengrenze deutlich zu erkennen war. Nun wurde das Zellysat auf den
Gradienten aufgetragen und für zwei Stunden bei 10°C und 27.000rpm in einem SW28
Ausschwingrotor in einer Beckman XL-70 Ultrazentrifuge zentrifugiert.
Anschließend waren die Partikel im Bereich der Interphase zwischen CsCl und Sucrose lokalisiert,
die darüberliegende Flüssigkeit wurde durch vorsichtiges, flächiges Abtragen entfernt. Interphase
und CsCl-Phase wurden mit Extraktionspuffer auf eine Dichte von 1,37g CsCl/ml eingestellt und in
ein 16x76mm Quickseal-Zentrifugenröhrchen (13,4ml Kapazität) überführt. Anschließend erfolgte
die Dichtegradienten-Ultrazentrifugation für mind. 20 Stunden bei 47.000rpm und 20°C in einem
Ti 70-Festwinkelrotor.
Der Gradient wurde durch Austropfen über eine Kanüle in 1ml Aliquots fraktioniert, 5µl jeder












Wegen Sukroseresten im CsCl-Gradienten konnte die Dichte, bei der VLPs bandieren nicht mittels
Refraktometer bestimmt werden. Die Dichte wurde stattdessen durch Abwiegen der VLP-Peak
Fraktion ermittelt. Dazu wurde eine 200µl-Pipettierhilfe durch Abwiegen von 100µl H2O in einer
Analysen-Waage genau justiert. Das 1,5ml-Reaktionsgefäß, dass die zu bestimmende VLP-Fraktion
enthielt wurde als Nullreferenz abgeglichen. Die Dichte [g/ml] der Fraktion ergibt sich aus der
Differenz zum Nullwert nach Entnahme von 100µl der VLP-Fraktion. 
3.7. Immunologische Nachweisverfahren
3.7.1. Enhanced chemoluminescence (ECL) Western Blot
Mit Hilfe der Western-Blot Technik können die durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennten
Proteine auf Nitrocellulosemembranen transferiert und mit Hilfe spezifischer Antikörper detektiert
werden. Bei einem ECL-Western Blot erfolgt die Detektion spezifischer Banden mit Hilfe von
Chemolumineszenz. An den Primärantikörper, der das Protein spezifisch bindet, heftet sich in der
nachfolgenden Reaktion ein Peroxidase-gekoppelter Sekundärantikörper. Nach Zugabe der ECL-
Entwicklerlösung, wird die Peroxidase durch das in der Lösung enthaltene H2O2 oxidiert. Das
aktivierte Enzym oxidiert nun das Luminol, welches daraufhin Licht emittiert, letztere Reaktion
wird durch die p-Hydroxy-Cumarinsäure verstärkt (Enhancer). Die verstärkte Emission findet bei
einer Wellenlänge von 428nm statt, dieses Signal kann durch kurze Exposition auf einem Blaulicht-
sensitiven Autoradiographiefilm aufgefangen werden.
Nach Beendigung des Gellaufes wurde das Trenngel 5-10min in EMBL-Transferpuffer äquilibriert.
Währendessen wurden auf die untere Graphitplatte der Blotapparatur (Kathode) 3 Lagen 3 MM
Whatmanpapier gelegt, sowie ein Nitrocellulosefilter in der Größe des Gels, der zuvor ebenfalls mit
EMBL-Puffer getränkt worden war. Das Gel wurde auf den Nitrocellulosefilter aufgelegt und nach
Entfernung aller Luftblasen mit 3 weiteren Lagen feuchtem Whatmanpapier bedeckt. Anschließend
wurde die Blotapparatur mit der, den Minuspol darstellenden Graphitplatte verschlossen. Der
Transfer erfolgte bei 170mA für 45min. Um unspezifische Bindungsstellen abzudecken wurde die
Membran anschließend für 30min in der Blocklösung inkubiert, bevor der Erstantikörper, verdünnt
in Blockpuffer, eine Stunde bei Raumtemperatur oder alternativ über Nacht bei 4°C mit der NC-
Membran inkubiert wurde. Danach wurde die Membran 4x5 min mit Waschlösung gewaschen, für
30min mit dem Zweitantikörper inkubiert und nochmals 4x5 min gewaschen. Zur Entfernung von
Milchresten wurde die NC-Membran danach kurz in PBS geschwenkt. Für den Entwicklungsvor-
gang wurden 8ml der ECL-Lösung mit 2ml Wasser und 20µl Enhancer gemischt und auf die
Membran gegeben. Nach einer Minute wurde die Reaktion gestoppt, die NC-Membran in einer
Folie verpackt und 10sek bis 30min auf einem Röntgenfilm exponiert.
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3.7.2. ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
Ein indirekter ELISA (antigen-capture ELISA) wurde vorgenommen, um die HPV11-Spezifität
isolierter Phagen nach Affinitätsselektion der Phagen Bibliothek zu demonstrieren. Dazu wurden
die Kapside indirekt durch Bindung an einen HPV11-spezifischen, monoklonalen Antikörper an
die 96-Loch Platte gebunden. Proteine, die bei gleicher CsCl-Dichte wie Kapside bandieren, wurden
dabei entfernt. Auch die Biotinylierung von VLPs wurde so kontrolliert. 
Die 96-Loch Platte wurde zuerst mit dem HPV11-spezifischen mAb A3.2 beladen (ca. 0,5µg in
100µl PBS pro Loch) und für 1h bei 37°C oder ÜN bei 4°C belassen. Ungebundene Antikörper
wurden durch zweimaliges Waschen mit PBS/0,1%Tween20 entfernt. Unspezifische Bindestellen
wurden anschließend mit 180µl Blockpuffer pro Loch für 1h bei 37°C abgesättigt. Die Platte wurde
2x gewaschen, 1:50 in Blockpuffer verdünnte HPV11-VLPs (100µl/Loch entspricht ca.160ng
VLPs) wurden anschließend 1h bei 37°C inkubiert. Nach dreimaligen Waschen wurde die zu
testenden Phagen zugegeben. Pro Phage wurde eine Reihe der 96-Loch Platte benötigt. 2x1011
Phagen wurden in 200µl Blockpuffer in Spalte1 vorgelegt (siehe Tab. 3.1). Um serielle 1:4 Verdünn-
ungen vorzunehmen, wurden die restlichen Löcher mit 150µl Blockpuffer beschickt und mit 50µl
Phagensuspension der vorigen Spalte versehen. Die Verdünnungsreihe ist in Abb.3.3. veranschau-
licht. Die Bindung der Phagen erfolgte wie üblich 1h bei 37°C. Der Nachweis gebundener Phagen
erfolgte nachdem die Platte dreimal gewaschen wurde, mit HRP-gekoppelten M13-spezifischen
Antikörper. Dieser wurde 1:5000 in Blockpuffer verdünnt. 100µl wurden in jedes Loch der Platte
gegeben, die Platte wurde erneut 1h bei 37°C inkubiert. Ungebundener Antikörper wurde dann
durch fünfmaliges Waschen entfernt. Die Visualisierung gebundener Phagen erfolgte durch Zugabe
von 100µl Substratlösung pro Loch. Nach 10-20min wurde die Farbreaktion durch Zugabe von
50ml einer 1N H2SO4 je Loch gestoppt. Die Platte wurde bei einer Wellenlänge von 450nm in
einem ELISA-Lesegerät vermessen. Für die Ermittlung HPV11 spezifischer Phagen, die mit VLPs
anderer Papillomavirus-Typen kreuzreagieren, wurden HPV11-L1 VLPs direkt auf 96-Loch ELISA
Platten gegeben.
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pH-Wert mit NaOH auf 9.2 einstellen
Blockierungs- 5% Magermilchpulver in 
und Waschlösung: PBS/0,2% Tween 20
ECL-Detektionslösung: 1,25mM Natrium-Luminol 
62 µl H2O2
ad 200ml 0,1 M Tris/HCl, pH 8.6
Verstärkerlösung: 11mg β-Cumarinsäure
ad 10ml DMSO




1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12   
2x1011 5x1010 1,2x1010 3x109 7,5x108 2x108 5x107 1,2x107 3x106 7,5x105 2x105 5x104
Tabelle 3.1
1:4 usw.
Blockierungs- und Antikörper-Verdünnungspuffer: 5% Magermilchpulver in PBS
0,2% Tween20
Substratlösung: 9,9ml 0,1M Natriumacetat, pH 6.0




Ein Zellbindungsassay auf der Basis von 96-Loch Zellkulturplatten wurde vorgenommen, um den
Effekt von HPV11-spezifischen Phagenklonen auf die Bindung von VLPs an CV1-Zellen zu
studieren. Dieser Versuchsansatz stellt eine Alternative zum Nachweis zellgebundener HPV11-
VLPs  mittels Durchfluß-Zytometrie dar. Phagen können nicht in den Mengen produziert werden,
die für eine Meßprobe in der Durchfluß-Zytometrie erforderlich sind. Daher galt es die Menge an
HPV11-VLPs zu reduzieren (siehe Tabelle 3.2). 
CV1-Zellen wurden mit einer Zelldichte von 5x103/Loch in 96-Loch Zellkultur Platten ausgesät
und bis zur Konfluenz im Brutschank belassen, die mit ca. 2x104 Zell/Loch erreicht war. Zuvor
wurden sie mit Trypsin-freien Zelldissoziationspuffer von der Zellkulturflasche gelöst. Nachdem
nach 48h-72h die Konfluenz erreicht war, wurden die Zellen 5-10min  mit einem 1:1
Aceton/Methanol Gemisch fixiert und danach 6x mit PBS/0,5% Tween20 gewaschen.
Anschließend wurden die Zellen mit 250µl pro Loch 3%BSA/0,5% Tween20 für eine Stunde bei
37°C geblockt. Die Platte wurde 3x gewaschen. HPV11-spezifische Phagenklone sowie der als
Positivkontrolle für Bindungsinhibition eingesetzte Antikörper F1, wurden zuvor über Nacht mit
den Partikeln vorinkubiert. Um die von CV1-Zellen präsentierten Rezeptoren abzusättigen, wurden
jeweils 200ng HPV11-VLPs je Loch in je 100µl Blockpuffer 1h bei 37°C inkubiert. Nach vier-
maligem Waschen wurden zellgebundene VLPs über gekoppelte Biotinreste durch Zugabe von
100µl/Loch Avidin αBiotin-HRP gekoppelten Sekundärantikörper nachgewiesen. Die Platte wurde
so 1h bei 37°C inkubiert und dann fünfmal gewaschen. Detektion und Dokumentation des Ergeb-
nisses erfolgten wie für den ELISA beschrieben.
Zellfixierungslösung: 1:1 Aceton/ Methanol (v/v)
Blockierungs-, Wasch- und Inkubationslösung: 3% BSA in PBS
0,2% Tween20
Substrat- und Stoplösung: Siehe 3.7.2
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3.7.4. Durchfluß-Zytometrie –
Nachweis zellgebundener HPV11-L1-VLPs durch Immunfluoreszenz
Neben zahlreichen anderen Anwendungsmöglichkeiten erlaubt die Durchflußzytometrie
(flourescence activated cell sorting= FACS) eine Analyse von Zelloberflächenmolekülen. Die
Messungen verlaufen voll automatisiert mit Hilfe eines FACSsort™ Gerätes. Stark vereinfacht
werden Zellen einer vorbereiteten Probe über einen, durch Druckluft erzeugten, Flüssigkeits-
Hüllstrom in Messungskanülen eingesaugt (Hydrodynamische Fokussierung). Intern verjüngt sich
die Kanüle von 80 auf 20-40µm, so dass die Zellen im Flüssigkeitsstrom nacheinander einzeln eine
Lichtquelle passieren. Diese wird von einer Argon-Laser erzeugt, der monochromatisches Licht der
Wellenlänge 488nm emittiert. Dadurch wird der Fluoreszenzfarbstoff, der zur Färbung der Zellen
verwendet wurde, angeregt und emittiert seinerseits Licht das dann von diversen Fotodioden
aufgezeichnet und amplifiziert wird. Die Zelle selbst erzeugt eine Autofluoreszenz bzw.
Lichtbeugung und -streuung, durch die Aussagen über die Größe (FSC=Forwardscatter) und
Granularität bzw. innere Struktur der Zellen (SSC=Sidescatter) möglich ist. Ein Softwareprogramm
(Cellquest™) dokumentiert jede einzelne Zelle. Eine statistisch aussagekräftige Anzahl an Zellen
(mind. 10.000) ermöglicht eine qualitative und quantitative Aussage über die untersuchten
Moleküle.
Die Methode wurde  hier verwendet, um die Bindung von HPV11-L1 VLPs an K562 Zellen zu
untersuchen. Dadurch war die Identifizierung von Substanzen mit einer inhibitorischen Funktion
bezüglich der Bindung von VLPs an K562 Zellen möglich. Die Etablierung des Experimentes ist in
Abschnitt 4.4.2.2. dokumentiert. Für jede Probe wurden 3x105 K562 Zellen, resuspendiert in 500µl
Kulturmedium, in 1,5ml-Reaktionsgefäße pipettiert. Zur Sättigung zellulärer HPV-Rezeptoren
wurden 15µg HPV11-L1 VLPs benötigt. Die Bindung von VLPs erfolgte 45min auf Eis,
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* Kalkulation von Bindungsepitopen siehe Abschnitt 3.7.6.
Zellzahl/Meßprobe
Zur Sättigung 











Nachweis zellgebundener VLPs durch Substratumsetzung des 
Peroxidase-gekoppelten Sekundär-Antikörpers
Inhibitorische Eigenschaften von Molekülen sind aufgrund der 





Nachweis zellgebundener VLPs durch FITC-gekoppelten 
Sekundär-Antikörper
Sensitivität ist hoch, da jede Zelle einzeln analysiert werden kann
VERGLEICH VON ZELLBINDUNGSASSAYS FÜR DIE UNTERSUCHUNG VON HPV11-SPEZIFISCHEN PHAGEN BZW.
PEPTIDEN HINSICHTLICH INHIBITION DER VLP-BINDUNG AN ZELLEN
Tabelle 3.2
ungebundene VLPs wurden durch Waschen entfernt. Dazu wurden die Zellen sedimentiert (je
2min, 4°C und 2000rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge 5417R) und nach Absaugen des ÜS in
1,5ml RMPI-Medium resuspendiert, dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. 
Die Proben wurde anschließend in 200µl Antikörperlösung resuspendiert und für 45min auf Eis
gehalten. Der HPV11-spezifische monoklonale AK B2 wurde 1:500 (ca.20µg/Probe) in RMPI-
Medium verdünnt, um zellgebundene VLPs zu detektieren. Nach Entfernung des überschüssigen
Antikörpers wurden die Proben in 200µl einer Sekundärantikörper Lösung resuspendiert und
nochmals 45min auf Eis inkubiert. Dafür wurde ein FITC-gekoppeltes, Ziege αMaus-IgG-Fab
Fragment 1:100 verdünnt (entspricht  etwa 3µg AK pro Probe). Schließlich wurden die Proben wie
beschrieben 3x in PBS gewaschen, um auch Farbreste des Mediums zu entfernen. Die vorbereiteten
Proben wurden in je 300µl PBS aufgenommen und sofort vermessen. Alternativ wurden die Zellen
mit PBS/0,1% Formaldehyd fixiert und am folgenden Tag vermessen. Die Vermessung mit dem
FACSsort Gerät erfolgte mit dem Programm Cellquest. 
3.7.5. Theoretische Kalkulation potentieller Bindungsepitope auf HPV11-L1 VLPs
1VLP ≅ 360 L1-Monomere in 72 Kapsomeren
L1 ≅ 55kDa x 360 = 19.800kDa
1 kDa = 1,66x10-21 g 
19.800 kDa = 3,3x10-17g = 1VLP = 3,3x10 -8ng
1ng ≅ 3,03x107 VLPs
Molare Verhältnisse beim VLP-Festphasen-Zellbindungsassay:
200ng VLPs ≅ 6x109 VLPs
bei max. 360 Epitopen würden sich also maximal ca. 2x1012 Bindungsepitope ergeben.
Phagen präsentieren das rekombinante Peptid 3-5 mal innerhalb des Schwanzproteins pIII
Als produzierbare Menge erwies sich max. 5x1011 Phagen/200ng VLPs
Dies entspricht annähernd einem molaren Ratio von 1:1.
Molare Verhältnisse des VLP-Bindungsassay analysiert per Durchfluß-Zytometrie:
15µg VLPs pro Probe  ≅ 4,5x1011 VLPs x 360
= 1,62x1014 max.Anzahl an Peptidbindestellen
100-fach molarer Überschuß an Peptid am Bsp. von PD15:           
MW PD15 = 1085 Da
1Mol = 1085g
1mg = 921 nMol (annähernd 1µMol)
1Mol = 6x1023 Teilchen
1µMol = 6x1017 T.
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Peptidlösung [1mg/ml]: 20µl ≅ ca. 2x1016 Teilchen 
dies entspricht einem 100-fach molaren Überschuß an Peptid bezogen auf die max. mögliche
Anzahl von Epitopen auf 15µg HPV11-VLPs.
3.8. Arbeiten mit Peptiden 
Die Durchführung von HPLC und Massenspektroskopie wurde mit Hilfe der AG Ruppert, ZMBH
vorgenommen. Peptide einer ersten Order, die ohne HPLC-Profile geliefert wurden, wurden
zunächst per analytischer HPLC charakterisiert. Dabei stellte sich heraus, dass die Peptide extrem
verunreinigt waren. Einige dieser Peptide konnten mittels quantitativer HPLC aufgereinigt und
anschließend oxidiert werden. Die anderen Peptide wurden verworfen und neu synthetisiert. Die
Synthese wurden von erfahrenen Peptidsynthese-Einheiten vorgenommen (2.9).
3.8.1. Analytische und präparative HPLC (high performance liquid chromatography)
Peptide werden mit Hilfe der „Reversed-phase“ Chromatographie aufgereinigt. Bei dieser Art der
Chromatographie ist die stationäre Phase aus einem Silikarückgrat aufgebaut, an das aromatische-
und Alkylreste unterschiedlicher Länge kovalent gebunden sind. Die Adsorption des gelösten
Peptids (mobile Phase) erfolgt über hydrophobe Interaktion mit der stationären Phase. Durch
kontinuierliche Erhöhung der Konzentration an hydrophobem Lösungsmittel (Acetonitril) in der
mobilen Phase erfolgt anschließend die Desorption des Peptids gemäß seiner hydrophoben
Eigenschaften, es wird dadurch von Verunreiniungen getrennt.
Die HPLC erfolgte vollautomatisiert, das Peptid wurde in H20, bei hydrophoberen Peptiden mit
Acetonitril-Anteil, gelöst und dann automatisch in die Säule gepumpt. Für die Analyse reichten
Peptidmengen im Nanogramm-Bereich in 100µl Volumen aus. 
Für die Aufreinigung per präparativer HPLC wurde die gesamte Probe auf die Säule geladen, das
Eluat wurde in 1ml Fraktionen gesammelt und die dem Peptid entsprechenden Fraktionen wurden
gepoolt. Nach Entfernen des Lösungsmittels durch Lyophyllisierung wurde das Peptid in einem
geeigneten Volumen gelöst und oxidiert.
3.8.2. Oxidation von Cystein-flankierten Peptiden
Die Peptide sollten über die endständigen Cysteine unter Ausbildung einer Disulfidbrücke oxidiert
und damit zyklisiert werden. Zuerst wurde das Peptid in H20 und, je nach polaren Eigenschaften,
durch Zugabe von etwas Acetonitril in großem Volumen (ca. 1-5µMol/ml) in einem Glasgefäß
gelöst. Ein hohes Volumen begünstigt die Ausbildung intrazellulärer Disulfidbrücken und vermeidet
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ungewünschte Dimere/Polymere. Die Peptidlösung wurde mit reinem Ammoniak auf einen
pH=8.0-8.5 eingestellt. Im basischen Milieu dissoziieren Protonen von den Sulhydrilgruppen,
dadurch wird der Schwefel reaktiver. Mit Hilfe einer Pasteurpipette wurde gasförmiger Sauerstoff
in die Lösung eingeblasen, der Verlauf der Oxidation wurde durch Kontrolle des pH beobachtet,
der durch Freisetzung der Protonen ansteigt. Nach Beendigung der Reaktion wurde das Lösungs-
mittel durch Lyophyllisierung der Peptidlösung entfernt. Die Oxidation wurde über Massenspektro-
skopie kontrolliert.
Oxidierte Peptide wurden schließlich mit einer Konzentration von 1mg/ml in H20 oder einem
Gemisch mit minimal nötigen Acetonitrilanteil gelöst.
3.8.3. Massenspektrokopie
Die Bestimmung des Molekulargewichts von Peptiden mittels Elektrospray-Ionenfallen-Massen-
spektroskopie wurde von A.Bosserhoff, ZMBH durchgeführt.
Stark vereinfacht werden die Peptidmoleküle in flüchtigem Lösungsmittel durch Energiezufuhr so
fein verteilt, dass sie als Einzelmoleküle gemäß ihrer Ionenladung detektiert werden können. Das
Spektrogramm eines Peptids zeigt eine Serie von Ionensignalen, die sich durch unterschiedliche
Verhältnisse von 13C und 14C in einzelnen Molekülen unterscheiden (Isotopenmuster; Vgl.Abb. 4.20)
Es handelt sich um ein Peptidmolekül, nicht um verschiedene Oxidationsstadien.
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4. Ergebnisse
4.1. Screening einer Random-Peptidbibliothek 
mit dem Hefe-Two-Hybrid-System (THS)*
4.1.1. Prinzip des Systems und Verwendung
Das THS-System basiert auf der modularen Natur eukaryotischer Transkriptionsfaktoren (TF). Der
bei diesem Screening eingesetzte Hefe-Transkriptionsfaktor GAL4 besteht aus den voneinander
separierbaren DNA-Binde- (DB) und Transaktivierungsdomänen (AD). DB erkennt den Promotor
des zu aktivierenden Gens und bindet dort, die Anlagerung des Transkriptions-Initiationskomplex-
es erfolgt über AD. Um nun eine Protein-Protein Interaktion mit Hilfe des THS zu identifizieren,
werden die zu untersuchenden Proteine bzw. Peptide, unter Ausbildung von Hybridproteinen an
jeweils eine der hier getrennt vorliegenden TF-Domänen fusioniert.  Eine positive, spezifische Pro-
tein/Protein-Interaktion kann durch die Expression von Reportergenen detektiert werden. Die
Aktivierung der Reportergene erfolgt nur dann, wenn die Zusammenlagerung der beiden Domänen
des Transkriptionsfaktors durch die spezifische Interaktion ihrer fusionierten Hybridproteine
vermittelt wird (siehe Abb.4.1). Die Aktivierung der Reportergene HIS und ADE ermöglicht Hefe-
klonen das Wachstum auf Minimalnährböden, denen kein Histidin und Adenin zugesetzt wurde.
Wachstumsfähige Klone enthalten daher potentielle Interaktionspartner des Proteins von Interesse
und können leicht isoliert werden. Besonderheiten der in dieser Arbeit angewendeten THS-
Methode sind die synchrone, duale Reportergenselektion zur Erhöhung der Selektionsstringenz so-
wie der effizientere Weg der Vereinigung beider TF-Hybridkonstrukte durch  Hefepaarung (Mating).
Das Hefe Two-Hybrid-System wurde im Rahmen dieser Dissertation verwendet, um eine 16mer
Random-Peptidbibliothek mit dem Hauptstrukturprotein L1 des Humanen Papillomavirus Typ16
(HPV16) hinsichtlich spezifisch interagierender Peptide zu durchsuchen (siehe Abschnitt 1.9).
Anschließend sollte auch HPV11-L1 auf diese Art untersucht werden.
*Erklärung verwendeter englischer Fachbegriffe siehe Anhang
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Abb. 4.1 ERLÄUTERUNG DER VORGÄNGE BEIM HEFE TWO-HYBRID-SYSTEM.
Die spezifische Interaktion zwischen einem Ziel-
protein (L1) und einem Peptid (Pep) vermittelt
die Funktionalität von DNA-Bindedomäne
(fusioniert an L1) und Transaktivierungsdomäne
(fusioniert an das Bibliothekspeptid), als
Transkriptionsfaktor die Expression des
Reportergens zu aktivieren.
4.1.2. Konstruktion der GAL4-Domänenhybride und 
Transformation in Hefen unterschiedlichen Paarungstyps
4.1.2.1. Fusion von HPV16-L1 mit GAL4-DB und Transformation in den Hefestamm PJ 69- 4α
HPV16-L1 wurde über die Restriktionsschnittstellen EcoRI und HindIII aus pBlueskript KSII
herausgeschnitten und in pGBT9  übertragen (2.8). Die Aufrechterhaltung des Leserasters wurde
durch anschließende Sequenzierung kontrolliert, da es sich um ein Fusionsgen von 5‘-terminaler
GAL4-DNA-Bindedomäne und HPV16-L1 handelt. Das Plasmid wurde dann in den Hefestamm
PJ 69-4α (Paarungstyp α) transformiert. Erfolgreiche Transformanten wurden auf -Trp-Selektions-
nährböden identifiziert. Die Expression des HPV16-L1-GAL4-DB Fusionsproteins wurde mittels
Immunoblot einer Hefe-Rohextrakt-Aufreinigung von PJ-69-4α/pGBT9-HPV16-L1 bestätigt
(Abb.4.2).
4.1.2.2. Transformation der Bibliothek in den Hefestamm PJ 696
Die Konstruktion der Randompeptid-Bibliothek wurde durch PCR-Amplifikation des  in Tab.1.1
gezeigten Oligonukleotids von Yang et al. 1995 vorgenommen. 
Die dabei entstandenen Random-Oligonukleotide wurden über die flankierenden Restriktions-
schnittstellen BamHI und EcoRI verdaut und an die GAL4-Aktivierungsdomäne in dem Plasmid
pGAD.GH fusioniert. Die Bibliothek wurde dann durch Elektroporation in E.coli DH5α
amplifiziert (Yang et al, 1995). Laut Angaben der Herstellerin (Yang et al, 1995) beträgt die Kom-
plexität der Bibliothek 107 unterschiedliche Sequenzen, wobei 15% durch interne Stopcodons
trunkiert vorliegen. Die theoretische Komplexität einer 16-mer Random-Bibliothek beträgt 16 20=
1,21x1024 unterschiedliche Peptide. Ein Viertel der Sequenzen kann davon abgezogen werden, da
54Ergebnisse
Spur 1: HPV16-L1-VLPs 
Spur 2: HPV16-L1/GAL4-DB 
Spur 3: GAL4-DB alleine 
HPV16-VLPs wurden als Positivkontrolle für die Detektion von HPV16-L1 mit dem HPV16-spezifischen
AK Camvir1 eingesetzt (55 kDa). Die Molekulargewicht des Fusionsproteins HPV16-L1/GAL4-DB beträgt






MW in kDa 2 31
N= alle 4 Nukleotide
K= G und T (Reduzierung von drei auf ein (tag) mögliches, internes Stopcodon)
Tabelle 1.1 5‘-GAACTAGTGGATTCCC-(NNK)16-TAGGAATTCGGCCG-3‘ 
Oligonukleotid, auf dem die Konstruktion der Peptidbibliothek basiert, die in dieser Arbeit für das Hefe-Two-Hybrid-Screening verwendet wurde.
Abb. 4.2 IMMUNOBLOT FÜR DEN NACHWEIS DER EXPRESSION DES HPV16-L1/GAL4-DB FUSIONSPROTEINS
interne TAG-Stopcodons enthalten sind. Im Durchschnitt befindet sich nur 1/6 der Sequenzen
einer Random-Bibliothek im richtigen Leseraster und in der richtigen Orientierung (Fields &
Sternglanz, 1994). Die Komplexität wird im wesentlichen von der Transformationseffizienz limi-
tiert, die in verschiedenen Mikroorganismen erreicht werden kann. Diese beträgt zwischen 10 9-1010
in E.coli, aber nur 107 in Hefe (aus Current Protocols in Mol. Biol.).
Die beschriebene Bibliothek wurde in Form von Plasmid-DNA pGAD.GH-Lib von Dr.M.
Tommasino, DKFZ zur Verfügung gestellt. Die DNA wurde im Rahmen dieser Arbeit in den
Hefestamm PJ 696 (Paarungstyp a) transformiert. Die Selektion von Transformanten erfolgte über
den im Plasmid enthaltenen Leucin-Marker. Es wurden mehr als 107 Transformanten gewonnen,
um die gesamte Bibliothek mit einer Komplexität von 107 verschiedenen Peptiden zu erfassen
(Details: Abschnitt 3.4.4).
4.1.3. Two-Hybrid-Screening einer 16mer Peptidbibliothek mit HPV16-L1
Das Zielprotein HPV16-L1 und die Peptidbibliothek befanden sich nun in Hefestämmen unter-
schiedlichen Paarungstyps, so dass das Screening von HPV16-L1 mit der Bibliothek über Paarung
der beiden Hefestämme durchgeführt werden konnte.
Zellen des Hefestamms S.cerevisiae können in haploider und in diploider Form existieren. Diploide
Zellen durchlaufen unter ungünstigen Wachstumsbedingungen die Meiose unter Ausbildung von 4
haploiden Tochterzellen, wobei jeweils zwei durch den Paarungstyp a oder α charakterisiert sind. 
Beide sezernieren spezifische Oligopeptid-Pheromone und den korrespondierenden Rezeptor,
wodurch unter günstigen Bedingungen die Paarung haploider Zellen unterschiedlichen Paarungs-
typs zur diploiden Zelle induziert wird. Die Hefepaarung wird beim Screening von Peptid-Biblio-
theken mittels Two-Hybrid System genutzt, da sich im Vergleich zur Kotransformation von zwei
Plasmiden in eine Zelle die Anzahl von Zellen, die nur ein Plasmid enthalten, um den Faktor 100
verringert. Dadurch wird das Wachstum von Interaktions-positiven Zellen erleichtert.
Zur Erfassung aller theoretisch vorhandenen unterschiedlichen Peptidsequenzen bezüglich spezi-
fischer Interaktion mit L1 waren insgesamt drei Hefepaarungsansätze (Details Abschnitt 3.4.5)
notwendig, die Ergebnisse der Hefepaarungen sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst:
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Die Paarungseffizenz gibt den prozentualen Anteil an diploiden Hefen in Bezug auf die Gesamtzahl eingesetzter Bibliothekshefen an.
-T; -L und -LT: Minimalnährböden, auf denen die jeweiligen Hefen ausgezählt wurden.
Insgesamt 12 Klone wuchsen auf -HALT Selektionsplatten. Ein wachstumsfähiger Hefeklon muß
die Plasmide pGBT9 (Trp-Synthese) und pGAD.GH (Leu-Synthese) enthalten und durch eine erfol-
greiche HPV16-L1 Interaktion mit einem Bibliothekspeptid die Reportergene Histidin und Adenin
aktivieren. Zur Analyse der Peptidsequenzen wurde das Plasmid pGAD.GH aus den  Hefeklonen
isoliert und in E.coli HB101 übertragen. Transformanten wurden dort durch Leucin-Selektion iden-
tifiziert und isoliert, die Plasmid-DNA wurde amplifiziert und schließlich wurden die enthaltenen
Oligonukleotide sequenziert. 
4.1.3.1. Identifizierung von falsch-positiven Klonen
Falsch-positive Klone können auf Selektionsplatten wachsen, obwohl die Aktivierung des Trans-
kriptionsfaktors nicht durch spezifische Interaktion der Hybridproteine bzw. Peptide vermittelt
wird. Um die L1-Spezifität der isolierten Bibliothekspeptidklone zu bestätigen, wurden die isolier-
ten Plasmide daher in folgende Hefen transformiert (Tab.4.3).
Alle identifizierten Peptide interagierten direkt mit der DNA-Bindedomäne des GAL4-
Transkriptionsfaktors (PJ 69-4α/pGBT9) und konnten dadurch auf den Selektionsplatten wachsen.
Somit wurde kein Peptid identifiziert, das spezifisch mit HPV16-L1 interagieren konnte.
Weil das Protein mit 1,6 kB möglicherweise zu groß für ein Hefe-Two-Hybrid-Screening war, sollte
es für ein erneutes Screening in drei etwa gleich große Fragmente unterteilt werden. Ein N-termi-
nales Fragment wurde durch partiellen Verdau des Plasmids pGBT9-16.L1 mit BamHI (schneidet
HPV16-L1 nach 590 BP) und Religation des Vektors nach Generierung glatter DNA-Enden durch
T4-DNA-Polymerase hergestellt und per Hefepaarung mit der Peptidbibliothek durchsucht. Ca.
6x10 6 diploide Hefen (entspricht 60% der Bibliothek) ergaben 70 wachstumsfähige Klone auf 
-HALT-Selektionsnährböden. Peptidcodierende Plasmid-DNA (pGAD.GH-Pep) wurde stichproben-
artig aus 15 Klonen isoliert und zur Kontrolle via Transformation mit pGBT9 ohne L1-Anteil in
Hefen kolokalisiert. Auch diese Peptide reagierten alle direkt mit der DNA-Bindedomäne, so dass
eine Fortführung des Deletionsmutanten-Screenings nicht sinnvoll erschien. 
Die Bewertung der Qualität der Peptidbibliothek war durch ein analoges Screening des trans-
formierenden Proteins HPV16-E7 möglich. Das Screening wurde von Fr. cand. biol. T. Trost ,DKFZ
durchgeführt. 
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Es wurden 6 verschiedene Peptide identifiziert, die Interaktion mit E7 konnte für alle Peptide auf
der N-terminale Hälfte von E7 lokalisiert werden. Dadurch wurde der Beweis erbracht, dass dieses
System für ein Hefe-Two-Hybrid-Screening geeignet ist und auch korrekt angewendet wurde. Das
erlaubt die Schlußfolgerung, dass das L1-Protein für ein Hefe-Two-Hybrid-Screening ungeeignet ist.
Aus diesem Grund wurde auf ein analoges Screening von HPV11-L1 verzichtet.
4.2. Screening von HPV11-L1-VLPs mit einer phagen-präsentierten 
zyklischen 7mer Peptidbibliothek (Phage Display)
4.2.1. Prinzip des Systems und Verwendung
Ähnlich dem Hefe-Two-Hybrid-System, erlauben Phagen-präsentierte Peptidbibliotheken über das
auf der Bakteriophagen-Außenhülle präsentierte Peptid, die Identifizierung der peptid-codierenden
Sequenz, verpackt im gleichen Virion. Dadurch ist das Screening von Peptidbibliotheken von hoher
Komplexität und die nachfolgende Analyse der erhaltenen, spezifischen Phagen schnell zu er-
reichen.
Der Bakteriophage M13 der die verwendete Peptidbibliothek präsentiert, besteht aus einem zir-
kulären, einzelsträngigen DNA-Genom das in tubuläre Partikel von 65Å Durchmesser und einer
Länge von 1µm verpackt ist. M13 infiziert exklusiv E.coli-Bakterien mit dem F+-Phänotyp, die In-
fektion erfolgt durch Interaktion seiner Oberflächen-Hüllproteine pIII mit dem F-Pilus des Bak-
teriums. Das pIII-Protein wird auf jedem Phagenkapsid 3 bis 5 mal präsentiert und toleriert die N-
terminale Insertion von Fremdsequenzen mit einer Länge von bis zu einigen hundert Nukleotiden,
ohne einen wesentlichen Verlust an Infektiosität.
Die Selektion von Peptiden mit einem zu testenden Bindungsvermögen erfolgt über nicht-kova-
lente, chemische Wechselwirkungen zwischen Peptid und dem Protein von Interesse, hier HPV11-
VLPs. Das Protein wird mit dem gesamten Bibliothekspool inkubiert. Spezifische Sequenzen inter-
agieren mit dem Protein und können auch nach gründlichem Waschen nicht entfernt werden,
während irrelevante Bibliotheksphagen dabei eliminiert werden (Affinitätsselektion, Abb.4.3). Die
verbliebenen Phagen werden durch pH-Erniedrigung von den VLPs eluiert und in Bakterien
vermehrt, bevor sie erneut mit den HPV11-VLPs inkubiert werden. Durch mehrere Runden von
Affinitätsselektion und Elution wird die Sammlung von unterschiedlichen Bibliothekssequenzen
hinsichtlich spezifischer Peptide angereichert.
57Ergebnisse
unspezifisch spezifisch spezifisch unspezifisch Eine phagen-präsentierte Peptidbibliothek mit einer
Komplexität von 1,28x109 verschiedenen, zufällig
generierten Peptidsequenzen wird mit HPV11-VLPs
inkubiert. Die VLPs präsentieren mehrere Epitope.
Peptide mit spezifischen Sequenzen vermitteln die
Interaktion von Phagen und VLPs (blau u. rot),
während unspezifische Phagenklone (grau) durch
Waschen entfernt werden. Nach Elution werden die
spezifischen Phagenklone vermehrt und für weitere
Selektionen eingesetzt.
Abb. 4.3 DARSTELLUNG DER AFFINITÄTSSELEKTION VON HPV11-VLP SPEZIFISCHEN, PHAGEN-PRÄSENTIERTEN PEPTIDEN 
Für die Identifizierung von Peptidsequenzen, die spezifisch mit dem HPV11 Kapsid interagieren,
wurde der Ph.D.-C7C™ Phage Display Library Kit von New England Biolabs verwendet.
Die mitgelieferte Bibliothek hatte eine theoretische Komplexität von 720, entsprechend 1,28x109
unterschiedlichen Peptidsequenzen, welche aus je 7 Aminosäuren bestehen und  beidseitig von
Cystein-Resten flankiert sind. Diese Cysteine bilden eine Disulfidbrücke aus und zwingen das
Peptid dadurch in einen Ring, der bei Betrachtung der 3-dimensionalen Struktur des rekombi-
nanten Hüllproteins pIII deutlicher exponiert ist als lineare Fremdpeptide. Eine zyklische Struktur
eignet sich besonders gut für die Selektion von Peptiden die mit Konformationsepitopen inter-
agieren (Clackson & Wells’, 1994). Solche Epitope stellen den Hauptanteil an immunogenen
Epitopen, die vom Papillomaviruskapsid als Antigendeterminanten präsentiert werden. Lineare
Epitope existieren auch, sind aber zumeist schwächer immunogen (Christensen et al, 1990; 1996
Heino et al, 1995; Kulski et al, 1998).
4.2.2. Präparation von HPV11-L1-VLPs
Virus-ähnliche Partikel des humanen Papillomavirus Typs 11 wurden durch Expression des Haupt-
strukturproteins L1 im Bakulovirus-Expressionssystem produziert. Weil Peptide mit einer bin-
dungsinhibierenden Funktion gesucht wurden, erschien die Verwendung von VLPs, die auch das
Strukturprotein L2 enthielten, unnötig. Vorausgegangene Studien kamen nämlich zu dem Schluß,
dass L2 bei der initialen Bindung der viralen Kapside an Zellen keine Rolle spielt (Roden et al,
1994; Müller et al 1995; Volpers et al 1995). 
Die Aufreinigung erfolgte, wie in Abschnitt 3.6.7 beschrieben, über zwei Gradienten-Ultra-
zentrifugationsschritte. Nach der Fraktionierung des abschließenden CsCl-Dichtegradienten,
wurden die Fraktionen im Immunoblot (Abb.4.4) auf die Präsenz von HPV11-L1 hin untersucht.
Das Vollänge-L1-Protein hat ein Molekulargewicht von 55kDa. Kleinere Fragmente, die im
Immunoblot nachgewiesen wurden, bestehen aus Degradationsprodukten von L1. Die CsCl-Frak-
tion mit dem höchsten Anteil an HPV11-L1 entspricht einer Dichte von 1,30g/ml, was mit  An-
gaben in der Literatur korreliert (1,28g/ml McCarthy et al; 1998; 1,32g/ml Christensen et al. 1994).
In der Regel wurden je nach Stärke des HPV11-L1 Signals im Immunoblot 4-6 Fraktionen eines
Gradienten zusammengefasst. Der Anteil des 55kDa-HPV11-L1 Proteins eines Fraktionspools
wurde mittels Silberfärbung eines Polyacrylamid-Gels bestimmt. Für die Abschätzung der Konzen-
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HPV11-L1 wurde mit dem kreuzreaktiven, monoklonalen
Antikörper Maus anti-HPV16.L1 Camvir, sowie Ziege anti-
Maus-Sekundärantikörper detektiert. Die Positionen des







MW in kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Fraktions-nummer
Abb. 4.4 IMMUNOBLOT EINES FRAKTIONIERTEN CSCL-DICHTE-GRADIENTEN
tration wurden definierte Mengen eines BSA-Konzentrationsstandards auf das Gel mit aufgetragen.
In Abbildung 4.5 ist bei den dialysierten HPV11-VLPs ein geringer Verlust an VLPs bzw. ein höher-
er Anteil an Degradationsprodukten gegenüber undialysierten VLPs erkennbar. Die Konzentration
an HPV11-L1 mit 55kDa beträgt in Abb. 4.5 ca. 50ng/µl, im Durchschnitt betrug die Konzentra-
tion des VLP-Vorrates zwischen 50ng und 100ng/µl. 
Um sicherzustellen, dass ein überwiegender Anteil des L1 Proteins tatsächlich in Form von virus-
ähnlichen Partikeln vorlag, wurden die aufgereinigten HPV11-L1 Proteine mit Hilfe der Elektro-
nenmikroskopie auf das Vorhandensein von VLPs hin überprüft (elektronenmikroskopische Auf-
nahmen wurden freundlicherweise von Birgit Hub, DKFZ angefertigt). Die Ausbildung intakter
virus-ähnlicher Partikel mit korrekter Größe wurde dadurch bestätigt (siehe Abb.4.6).
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Vergrößerung- 100.000x
HPV11-VLPs wurden an Kohle-beschichtete Kupferdraht-
netzchen gebunden und nach Negativkontrastierung
mit 2%iger Uranylacetatlösung analysiert.
Der Durchmesser der Partikel beträgt etwa 50nm.
Abb. 4.6 TRANSMISSIONSELEKTRONENMIKROSKOPIE VON HPV11-L1 VLPs
100 nm
Spur 1-5: 5; 2; 1; 0,5; 0,2µg BSA,
Spur 6: 10µl des VLP-Vorrates und 
Spur 7: 10µl des gegen HS-Puffer dialysierten VLP-Vorrates.
Die Dialyse resultiert in geringem VLP-Verlust, der 
mit erhöhter Degradation einhergeht. Die Positionen 
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Abb. 4.5 PROTEINMENGENABSCHÄTZUNG IM PROTEINGEL DURCH VERGLEICH MIT BSA-PROTEINSTANDARD
4.2.3. Identifizierung von Phagen-präsentierten Peptiden,
die spezifisch mit HPV11-L1-VLPs interagieren
4.2.3.1. Affinitätsselektion einer zyklischen 7mer Phagen-Peptidbibliothek 
Nach Bestätigung der Anwesenheit intakter HPV11-L1 VLPs konnten die Partikel zur Affinitäts-
selektion von Phagen verwendet werden. Das Verfahren ist in Kapitel 3.5.1 beschrieben. In Parallel-
ansätzen wurden 20mm Petrischalen mit 1µg HPV11-VLPs und zur Kontrolle einer unspezifischen
Phagenadsorption an die Schale, mit PBS-Puffer beladen.
Nach jeder Runde der Affinitätsselektion und Elution wurde die Gesamtmenge an eluierten Phagen
bestimmt. Die Menge an eluierten HPV-11 spezifischen Phagen stieg erwartungsgemäß bei jeder
Runde deutlich an (Tab.4.2).
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass 2,64x103 Phagen des originalen Bibliothekspools
(von ursprünglich 1,3x109 unterschiedliche Peptidsequenzen) spezifisch mit den HPV11-VLPs oder
aber mit Proteinen gleicher Dichte im CsCl-Gradienten, interagierten (siehe auch Abschnitt
4.2.3.2). Ungewiß bleibt dabei zunächst, ob es sich jeweils um unterschiedliche Sequenzen handelt
oder ob mehrmals identische Sequenzen präsent waren. Nach Angaben des Herstellers war jede
Sequenz durchschnittlich 50x im ursprünglichen Bibliothekspool enthalten. 
Nach der zweiten Runde der Affinitätsselektion wurden 1,72x105, nach der dritten 1,5x106 Phagen
von den HPV11-VLPs eluiert. Dies entspricht einer Anreicherung um den Faktor 104 für Phagen
mit einer HPV11-spezifischen Peptidsequenz. Von der PBS-Kontrolle wurden nach drei Runden
Selektion 7x102 Phagen eluiert, eine 5000fach geringere Menge die als Hintergrund (Background)
offenbar an das verwendete Plastikmaterial oder den Blockpuffer (3%BSA/ 0,1%Tween20) adsorb-
ierte. Nach drei Anreicherungs- und Selektionsrunden wurden die verbliebenen Phagen durch
Isolierung einzelner Plaques erhalten. Nach Amplifikation und Bestimmung des Phagentiters wur-
den die isolierten Phagenklone auf ihre Spezifität für HPV11-VLPs hin getestet.
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Affinitätsselektion Ausplattierte Verdünnung des Eluates (Anzahl der Plaques) Eluierte Phagen 
insgesamt10-1 10-2 10-3 10-4
ELUATE NACH AFFINIÄTSSELEKTION VON HPV11-VLPS MIT EINER PHAGEN-PRÄSENTIERTEN PEPTIDBIBLIOTHEK
Für die Bestimmung der Phagenmenge wurde je 1µl der Eluate (1ml Volumen) seriell um jeweils eine Zehnerpotenz verdünnt und ausplattiert (Abschnitt 3.5.3).
Die Phagenkonzentration wurde durch Auszählung der „plaque forming units“ [PFU]= Plaques ermittelt.









































4.2.3.2. Überprüfung der isolierten Phagen auf HPV11-VLP Spezifität mittels Antigen-Capture-ELISA
Eine VLP-Präparation enthält auch kontaminierende Proteine, die bei gleicher Dichte wie HPV11-
VLPs im CsCl-Gradienten bandieren. Um HPV-11 spezifische Phagen von solchen unterscheiden
zu können, die mit diesen Verunreinigungen oder dem Plastikmaterial interagierten, wurde die
HPV11-Spezifität der Phagen mittels Antigen-Capture-ELISA ermittelt. Die 96-Loch U-Boden-
platten wurden dazu mit dem HPV11-spezifischen, monoklonalen Antikörper A3.2 (N. Christensen
et al, 1991; Verdünnung 1:2000, ca.500ng/well) beschichtet. Dadurch wurde gewährleistet, dass
nach Blocken unspezifischer Bindestellen ausschließlich HPV11-VLPs an die Platte bzw. den Anti-
körper adsorbieren konnten. Je eine Reihe der Platte wurde mit einem der isolierten Phagen in
abnehmender Konzentration beschickt, das Experiment ist in Abschnitt 3.7.2 ausführlich beschrie-
ben. Phagen, die spezifisch mit HPV11-VLPs interagierten, wurden über einen Peroxidase-gekop-
pelten, für M13-Bakteriophagen spezifischen Antikörper nachgewiesen und durch Zugabe des
HRP-Substrates detektiert. In Abbildung 4.8 sind 8 getestete Phagen dargestellt.
Zur weiteren Kontrolle wurde die Extinktion bei 450nm ohne Zugabe von HPV11-VLPs unter-
sucht, d.h. die 96-Loch Platten wurden mit PBS-Puffer beschickt, geblockt und anschließend mit
den Phagen in gleicher Konzentration beladen, um unspezifisch an den Blockpuffer adsorbierte















Eine 96-Loch Platte wurde mit dem HPV11-spezifischen
Antikörper A2.3 beschichtet. Nach Blockierung
unspezifischer Bindestellen konnten nur HPV11-Kapside 
an die Platte binden. Phagen wurden in seriellen
Verdünnungen zugegeben und über einen Meerettich-
Peroxidase gekoppelten anti-M13 Antikörper detektiert.
AUFB U ZUR ERLÄUTERUNG DES ANTIGEN-CAPTURE-ELISA
Ein Phagenklon wurde als HPV11-spezifisch definiert, wenn eine zum Kontrollklon vergleichbare
Reaktivität im ELISA bei einer um mindestens den Faktor 100 höheren Verdünnung erhalten
wurde. Der als Negativkontrolle für HPV11-VLP-Spezifität im ELISA verwendete Kontrollklon
wurde aus der ursprünglichen, unselektierten Phagen-Peptidbibliothek isoliert. Die Wahrschein-
lichkeit, dabei einen HPV11-spezifischen Phagen zu isolieren, wurde bei 1,3x109 verschiedenen
repräsentierten Peptidsequenzen als gering angesehen.
Das Diagramm 4.8 stellt das Ergebnis beispielhaft für 8 untersuchte Phagenklone dar, die auf
Spezifität für HPV11-VLPs hin untersucht wurden. Hierbei wurden die Phagen 1, 2, 4 und 5 als























erzeugt wird, wurde bei der
Vermessung dieser Platten
direkt von den Absorptions-
werten der isolierten
Phagen subtrahiert.


































































































































































































































































































ZUSAMMENFASSUNG DER HPV11-VLP SPEZIFITÄT VON 70 PHAGENKLONEN, DIE NACH DREI RUNDEN AFFINITÄTSELEKTION ISOLIERT WURDEN
Von ursprünglich 70 isolierten Phagen wurden 30 als HPV11-spezifisch definiert. Die Ergebnisse
für alle isolierten Phagen sind in Tabelle 4.5 zusammengefasst. HPV11-spezifische Phagen wurden
anschließend durch Sequenzierung weiter charakterisiert.
4.2.3.3. Sequenzen HPV11-L1 VLP spezifischer, rekombinanter Phagen
Um die für HPV11-VLPs spezifischen, rekombinanten Peptidsequenzen ermitteln zu können, wurde
die im Bakteriophagen vorliegende Einzelstrang-DNA aufgereinigt und präzipitiert (Kapitel 3.5.7).
Die Sequenzierung erfolgte nach der Methode von Sanger (Sanger et al, 1977).
Aus 30 sequenzierten Phagenklonen ergaben sich schließlich 18 unterschiedliche Sequenzen. 
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1
2, 4, 29, 31, 55 (5x)
5, 9 (2x)
7
































































































































































































































































































Abb. 4.9 PEPTID- UND NUKLEOTIDSEQUENZEN VON HPV11-SPEZIFISCHEN, REKOMBINANTEN PHAGENKLONEN
Vorherige Bezeichnung 
des Klons in Tab. 4.3
Alle Peptide werden sowohl N-terminal, als auch C-terminal von Cystein-Resten flankiert. Die Bezeichnung der Phagen/Peptide wurde im Vgl. zu Tabelle 4.3 geändert.
Erwartungsgemäß ergab ein Vergleich aller Peptidsequenzen kein auffälliges Konsensus-
Bindemotiv, da das virale Kapsid vermutlich mehr als ein exponiertes Epitop präsentiert, das sich
zur Interaktion mit komplementären, spezifisch interagierenden Motiven eignet. In den HPV11-
spezifischen Peptidsequenzen kommen auffallend oft die Aminosäuren Tryptophan, Prolin und
Tyrosin vor. Da mit zyklischen Peptiden oftmals starke Interaktionspartner identifiziert werden, die
keine Homologien zu bekannten Liganden aufweisen – solche Peptide bezeichnet man als Mimotop
(Matthews und Wells, 1993)– sind meist keine Rückschlüsse bezüglich der Kapsidoberfläche mög-
lich. Die Anwesenheit von Trp deutet aufgrund seiner aromatischen Seitenkette auf hydrophobe
Wechselwirkungen mit dem VLP hin. Prolin zwingt das Peptid in eine starrere Struktur, dies könnte
wiederum bei der chemischen Rekonstruktion der Peptide von Vorteil sein.
4.3. Charakterisierung von HPV11-spezifischen, rekombinanten Phagenklonen
4.3.1. Bindung von HPV11-spezifischen Phagenklonen 
an eine Auswahl verschiedener Papillomavirus-Typen
Papillomaviren zeichnen sich durch eine hohe Wirts- und Gewebespezifität aus. Ebenso sind auch
die meisten neutralisierenden Antikörper gegen verschiedene Papillomaviren typenspezifisch
(Christensen et al, 1994; 1996a und b; Heino et al, 1995; Kulski et al, 1998). Im Gegensatz dazu
ergaben vorausgegangene Zellbindungstudien mit VLPs bzw. Virionen, dass unterschiedliche PV-
Typen zunächst an denselben Rezeptor auf Wirtszellen binden (Roden et al, 1994; 1995; Müller et
al, 1995; Volpers et al, 1995; Qi et al, 1996). Daher müsste das Epitop des viralen Kapsids, das für
die Kontaktaufnahme mit der Wirtszelle verantwortlich ist, bei verschiedenen PV-Typen strukturell
homolog sein. Ein HPV11-spezifisches Peptid mit einer bindungsinhibitorischen Aktivität kann
möglicherweise auch die Bindung anderer PV-Typen an Zellen blockieren und damit eine
universelle inhibierende Struktur für ein anti-papillomavirales Therapeutikum liefern. 
Die HPV11-spezifischen Phagenklone wurden mit virus-ähnlichen Partikeln, bestehend aus dem
Hauptstrukturprotein L1 der  HPV-Typen 6b, -16 und -18 sowie dem bovinen Typ BPV1 auf Kreuz-
reaktivität hin untersucht. Diese Auswahl repräsentiert Papillomavirus-Typen unterschiedlichen
Verwandtschaftsgrades und von denen bekannt ist, dass sie Maus-Erythrozyten über einen prote-
inogenen Rezeptor kompetitiv vernetzen können (agglutinieren; Roden et al, 1995). Insbesondere
für HPV6b werden kreuzreaktive Phagenklone erwartet, da die Aminosäuresequenzen des Haupt-
strukturproteins L1 von HPV6b und HPV11 zu 92% identisch sind. Beide sind für das Krank-
heitsbild der wiederkehrenden, laryngealen Papillomatose verantwortlich. HPV16 und -18 sind
häufig mit Zervixkarzinomen assoziiert und deshalb besonders gut erforscht. BPV1 wurde als
Vertreter eines tierpathogenen Papillomavirus ausgewählt. 
65Ergebnisse
Kreuzreaktive Phagenklone wurden über einen ELISA ermittelt. Die Platten wurden dazu mit
150ng VLPs pro Loch beladen und nach Blockierung unspezifischer Bindungstellen mit seriellen
1:3 Verdünnungen einer Phagenklon-Präparation pro Reihe inkubiert. Die fünf  Papillomavirus-
Typen wurden stets parallel untersucht, ein Kontroll-Phagenklon wurde immer mit einbezogen, um
unspezifische und spezifische Bindungen unterscheiden zu können. Die Phagenklone PD4, -9 und
-10 standen für weiterführende Untersuchungen nicht mehr zur Verfügung. Abbildung 4.10
(nächste Seiten) zeigt als Beispiel das Ergebnis eines Kreuzreaktivitäts-Experimentes mit den
Phagenklonen PD1, -3, -8, -13, -14 und -17. 
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Abb. 4.10 BINDUNG HPV11-SPEZIFISCHER PHAGEN AN VLPS VON HPV6,-11,-16,-18 UND BPV1










Der Kontrollklon (gelb) wurde
immer mit getestet. Das
dadurch verursachte Hinter-
grundsignal wurde bei der
Erstellung der Diagramme als









































Alle in Abb.4.10 gezeigten Phagenklone binden an HPV6b, der Klon PD3 reagiert auch mit HPV16
kreuz. Mit HPV18 und BPV reagierte keiner der gezeigten Phagen. Für PD8 ist das Ergebnis mit
HPV6b und HPV11 uneindeutig. Um eindeutige Aussagen treffen zu können, wurde das Experi-
ment mit allen Phagenklonen 3-5 mal wiederholt. In Tabelle 4.6 sind die Ergebnisse der Kreuzreak-
tivitätsbestimmungen aller Phagenklone zusammengefasst.
Die erhaltenen Ergebnisse erlaubten außerdem eine Abschätzung von der Affinität der rekombi-
nanten Phagenklone bezüglich HPV11. Die Affinität ist als geschätzter Faktor in der Tabelle mit
angegeben.* 
Der Phagenklon PD2 erzeugte bei diesem Experiment kein signifikantes Signal bezüglich HPV11,
er wird nachträglich als HPV11-negativ definiert. Die HPV11 bezogene, relative Affinität der
Phagenklone PD6 und PD16 ist zudem mit Faktor 50 sehr niedrig, sie erzeugten dennoch ein über
dem Hintergrund befindliches Signal und werden weiterhin als HPV11-spezifisch angesehen. Zehn
von nunmehr 17 HPV11-spezifischen Phagenklonen binden auch spezifisch an HPV6b. PD11
bindet an alle PV-Typen außer HPV6b, PD3 bindet an HPV6 und 16, PD5 bindet an HPV18 und
BPV. Erwartungsgemäß reagierten die meisten mit HPV11 isolierten Phagenklone mit HPV6.
Kreuzreaktive HPV11-spezifische Phagenklone sind in Tabelle 4.7 nochmals zusammengefasst.
Kein Phagenklon bindet alle untersuchten PV-Typen, d.h. sofern es eine konservierte Rezeptor-
Bindungstelle auf Kapsiden von verschiedenen Papillomavirus-Typen gibt, binden die identifi-
zierten HPV11-spezifischen Peptide dort nicht direkt.
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* Beispiel aus Abb. 4.10:
Der Kontrollklon erzeugt bei einer Menge von 1x1011 Phagen ein Hintergrundsignal von E450nm= 0,5. Ein vergleichbarer Wert wird von 
Phagenklon PD1 bei einer Menge von 1x108 Phagen erzeugt. Die Affinität dieses Phagens ist im abgebildeten Diagramm folglich um den Faktor 1.000 höher.
Der in Tab.4.6 angegebene Affinitätsfaktor von 200 für PD1 ergibt sich als Mittel aus den Abschätzungen von 3-5 unabhängigen ELISA-Experimenten.
Phagen-Klon Papillomavirus-Typ
Untersuchung HPV11-spezifischer Phagen auf Kreuzreaktion mit L1-Kapsiden anderer Papillomavirustypen, Zusammenfassung aller Experimente.
+ spezifische Interaktion mit jeweiligem Kapsid,
- keine Interaktion,



















KREUZREAKTION VON HPV11-SPEZIFISCHEN PHAGENKLONEN UND ANDEREN PV-TYPEN
HPV6
+ + + + +
± + - -
+ + +
- - - -
- - - -
+ - + + +
+ + ± ± +
- - - - -
+ + + + -
+ + + +
+ + + + +
- ± + +
- - - -
± + ± +
+ + +
HPV11
+ + + + +
± - + -
+ + +
+ + + +
± ± + ±
+ ± + + +
+ + + ± +
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HPV16
- - - - -
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4.3.2. Interaktion von HPV11-VLPs mit Säugetier-Zellen –
Beeinflussung der Rezeptorbindung durch HPV11-spezifische Phagen 
Obwohl eine therapeutische Anwendung der Kapsidbindungsinhibition nur auf der Basis von
kleinen Molekülen praktikabel ist, sollte als Maß für die Spezifität untersucht werden, ob die
rekombinanten Phagen die Bindung von HPV11-VLPs an Zellen blockieren können. Dafür wurde
ein VLP-Zellbindungsassay entwickelt (Abschnitt 3.7.4 ) der eine qualitative Aussage über die
inhibitorische Aktivität der HPV11-spezifischen Peptidsequenzen im Kontext des Phagenkapsids
erlaubt. Der Aufbau des Experimentes deckt sich im Wesentlichen mit dem VLP-Zellbindungs-
experiment, das in Abb. 4.23 illustriert ist. Eine Analyse zellassoziierter VLPs mittels Durchfluß-
Zytometrie war aufgrund der hohen erforderlichen Phagenmengen nicht möglich (vgl. Tab. 3.2 ).
Die Versuche wurden in 96-Loch Platten mit CV1-Zellen durchgeführt. Qi et al, konnten 1996
zeigen, dass HPV6b VLPs (92% Identität zu HPV11) in vitro besonders gut an CV1-Zellen binden,
die sich damit besser als alle anderen in der Studie getesteten Epithelzellen für VLP-Zell-
bindungsstudien eignen. Zellgebundene VLPs wurden, wie beim ELISA durch die Substrat-
umsetzung mit Hilfe der Peroxidase des Zweitantikörpers visualisiert.
4.3.2.1. Eigenschaften und Nachweis biotinylierter VLPs
Die HPV11-VLPs wurden zuerst biotinyliert, so dass ein direkter Nachweis von Biotinresten an
zellgebundenen VLPs möglich war. Das Biotinylierungsagenz markiert die HPV11-VLPs über einen
langen „Spacer”-arm mit dem Biotinrest (Abschnitt 3.6.5). Damit sollte eine sterische Behinderung
der Bindung von VLPs an Zellen sowie eine verminderte Bindung von spezifischen Antikörpern
bzw. Phagen an VLPs vermieden werden. Die erfolgreiche Biotinylierung der HPV11-VLPs wurde
mittels ELISA überprüft. Abb. 4.11 zeigt den Nachweis biotinylierter und unbehandelter VLPs. 
Die Biotinylierung der VLPs hat keinen Einfluß auf die Detektierbarkeit durch HPV11-spezifische
Antikörper. Damit ist gewährleistet, dass der neutralisierende Antikörper αHPV11-F1 an biotiny-
lierte VLPs bindet und in diesem VLP-Bindungsassay als Kontrolle für die Bindungsinhibition ein-








ZUSAMMENFASSUNG VON KREUZREAKTIVEN, HPV11-SPEZIFISCHEN PHAGENKLONEN




Abb. 4.12 zeigt einen Immunoblot der durchgeführt wurde um sicherzustellen, 







IMMUNOBLOT VON BIOTINYLIERTEN UND UNBEHANDELTEN HPV11-VLPs
21 21
α-HPV16 α-Biotin
Nachweis von biotinylierten (Spur1) und unbehandelten VLPs (Spur2). Links: Nachweis der VLPs
mit dem HPV11-kreuzreaktiven, HPV16-spezifischen Antikörper CamVir1. Rechts: Nachweis der















Biotinylierte und unbehandelte HPV11- VLPs
wurden mittels ELISA über einen αBiotin-
Antikörper bzw. den HPV11-spezifischen
Antikörper F1 nachgewiesen. Die Detektion
von VLPs über Biotin erzeugt ein ausreichend
starkes Extinktionssignal und die Bindung des
HPV11-spezifischen Antikörpers F1 wird durch
Biotin-Reste nicht behindert.




Zusätzlich wurde per Durchfluß-Zytometrie bestätigt, dass die Biotinylierung keinen Einfluß auf
die Bindung der VLPs an K562 Zellen hat (Abb.4.13).
4.3.2.2. Etablierung der experimentellen Bedingungen für den CV1-Zellbindungsassay
Bevor der Effekt HPV11-spezifischer Phagen auf die Bindung von VLPs an Zellen getestet wurde,
sollte die minimale VLP-Konzentration ermittelt werden die gerade notwendig ist, um alle
potentiellen Rezeptoren der pro Loch eingesetzten CV1-Zellen abzusättigen (Abb. 4.14). Ein Loch
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Abb. 4.14 SÄTTIGUNG VON 2X104 CV1-ZELLEN MIT BIOTINYLIERTEN HPV11-VLPs
Die Bindung von HPV11-VLPs an K562-Zellen wurde mittels
Durchfluß-Zytometrie kontrolliert. Die Biotinylierung der VLPs
behindert die Interaktion mit K562-Zellen nicht.
Die Grafik zeigt jeweils den Mittelwert aus 2 vermessenen
Proben und die daraus resultierende Standardabweichung.
Sättigungsbereich von 2x104 CV1-Zellen mit HPV11-VLPs.
Für jede VLP-Menge ist das Mittel aus 7 unabhängigen
Werten angegeben.






Für die VLP-Zellbindungstudien wurden schließlich 200ng HPV11-VLPs pro 2x104 CV1-Zellen
verwendet. Dies entspricht 2x105 VLPs pro Zelle, wobei nicht auf die Anzahl präsentierter Rezep-
toren geschlossen werden kann. Bei CV1-Zellen geht man von 1x104 Rezeptoren pro Zelle aus.
Diese Anzahl wurde durch den sensitiveren Vergleich von zellgebundenen und im Überstand ver-
bliebenen 35S-markierten HPV6b-VLPs ermittelt (Qi et al, 1996).
4.3.2.3. Untersuchung der HPV11-spezifischen Phagen auf inhibitorische Eigenschaften 
bezüglich der Bindung von HPV11-VLPs an CV1-Zellen
Bevor die HPV11-spezifischen Phagenklone untersucht werden konnten, wurde der VLP-Bindungs-
assay mit dem (HPV11-unspezifischen-) Kontrollklon mehrmals bis zu einer Konzentration von
1x1012 Phagen pro 200ng VLPs durchgeführt.* Es sollte ermittelt werden, ob durch Abundanz von
Phagen ein unspezifischer Rückgang der VLP-Bindung an CV1-Zellen erfolgt. In Abbildung 4.16
sind die Ergebnisse eines repräsentativen Versuchs mit dem Kontrollklon gezeigt. Daraus geht her-
vor, dass bei einer Phagenkonzentration von 1x1012 PFU ein Rückgang der VLP-Bindung von 36%,
bei 5x1011 PFU ein Rückgang von 15% im Vergleich zur Bindung von unbehandelten VLPs erfolgen
kann (siehe auch Abb.4.17). Als Kontrolle für die Inhibition der VLP-Bindung an Zellen wurde der
HPV11-spezifische Antikörper F1 in einer Verdünnung von 1:500 verwendet (Ermittlung des opti-
malen, inhibitorischen Antikörpers, siehe Abschnitt 4.4.2.1). Im Durchschnitt betrug der durch F1
bedingte Rückgang der VLP-Bindung an CV1-Zellen 50% (vgl. Abb. 4.16; in Abb. 4.15 beträgt die
F1-bedingte Inhibition 90%).
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* Molare Verhältnisse beim CV1-Assay (Abschnitt 3.7.5):
Pro VLP kann es maximal 360 identische Bindungsepitope für Peptide geben, weil das Kapsid aus 360 L1-Proteinen aufgebaut ist. 200ng entsprechen 6x109 VLPs. Das
ergibt maximal 2x1012 Epitope, die abzudecken sind. Phagen präsentieren das rekombinante Peptid 3-5 mal innerhalb des Hüllproteins pIII.









Der Einfluß des Kontroll-Klons auf die Interaktion von
HPV11-VLPs und CV1-Zellen wurde mit Hilfe des CV1-
Zellbindungsassays untersucht.
Das Balkendiagramm zeigt die erreichte Extinktion450nm
abzüglich des Hintergrundsignals, das ohne VLPs erzielt
wird. Jeder Balken repräsentiert das Mittel aus 7





VLPs ohne Behandlung (OB)
HPV11-Vorinkubation 
mit dem inhibitorischen Antikörper F1
EFFEKT DES HPV11-UNSPEZIFISCHEN KONTROLLKLONS AUF DIE BINDUNG VON VLPs AN CV1-ZELLENAbb. 4.15
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Als Beispiel werden die Phagenklone PD1(a) für
einen Phagen mit inhibitorischem Effekt und
PD2(b) als Phage ohne bindungsinhibitorische









PHAGEN-MENGE [PFU ] /PROBE
Aufgrund dieser Daten wurde festgelegt, dass HPV11 spezifische Phagen, die bei einer Konzentra-
tion von 7x1010 Phagen/Probe nicht mindestens eine 40%ige Reduktion der Extinktion450nm
bewirken, nicht als bindungsinhibitorisch angesehen werden.


















VLPs ohne Behandlung (OB)
HPV11-Vorinkubation 
mit dem inhibitorischen Antikörper F1
PD1
Die Ergebnisse für alle rekombinanten, HPV11-spezifischen Phagen bei diesem VLP-Bindungs-
assay sind in der Tabelle 4.8 und in der Abbildung 4.17 zusammengefasst. Der Rückgang des VLP-
Bindungssignals ist als Inhibition in Prozent angegeben.*
Ein deutlicher Rückgang der VLP-Bindung an CV1-Zellen wird durch VLP-Vorinkubation mit den
Phagenklonen PD1, PD3, PD11, PD13, PD14, PD15, PD17 und PD18 bewirkt. Die restlichen
Phagenklone hatten bei diesem Experiment keinen oder nur einen geringen Einfluß auf die
Bindung von HPV11-VLPs an Zellen. Ein Vergleich von Affinität (Tab.4.6) und inhibitorischer
Aktivität ergibt, dass Phagenklone mit einer höheren Affinität zu HPV11 die VLP-Zell-Interaktion
in diesem Experiment stärker beeinflussen. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass
die Inhibition die Konsequenz einer sterischen Behinderung der VLP-Rezeptor Interaktion ist.
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* Die prozentualen Werte ergeben sich aus der Formel:
Mittelwert E450nm VLP+Phage x100               X% = Mittelwert E450nm VLPmax        
X=prozentualer Anteil gebundener VLPs
Inhibition [%] = 100% - X% 
Phagenklon Phagenmenge [PFU], die mit einer Probe VLPs vorinkubiert wurde
Angegeben ist der prozentuale Wert der durch Phagen erzeugten Inhibition bezogen auf die VLP-Bindung an CV-1 Zellen.
Ja= Der rekombinante Phage hat einen inhibitorischen Einfluß auf die VLP-Bindung.
Nein= Der rekombinante Phage hat keinen Einfluß auf den Rückgang der VLP-Bindung.























































































































































































































INHIBITION DER VLP-BINDUNG AN ZELLEN DURCH HPV11-SPEZIFISCHE PHAGEN
1x1012
Abb. 4.17 GRAPHISCHE DARSTELLUNG DER DURCH HPV11-SPEZIFISCHE P AGEN ERZIELTEN INHIBITION DER BINDUNG VON HPV11-VLPs AN CV1-ZELLEN
verwendete 
Phagenmenge:
4.4. Versuche zur VLP-Bindungsinhibition 
mit von Phagen abgeleiteten Sequenzen
Über das Phage Display Screening wurden HPV11-spezifische Peptidsequenzen identifiziert. Mit
den entsprechenden rekombinanten Phagen konnte in einigen Fällen die Bindung von HPV11-
VLPs an CV1-Zellen inhibiert werden. Nun  sollte untersucht werden, ob auch die von Phagen
abgeleiteten synthetisch hergestellten Peptide über ähnliche inhibitorische Eigenschaften verfügen.
Solche Peptide können als Leitstruktur für die Entwicklung eines Medikamentes dienen. Die
Herstellung der synthetischen Peptide wurde von Dritten durchgeführt (siehe Abschnitt 2.9). 
4.4.1. Aufreinigung und Oxidation von Cystein-flankierten Peptiden
Die erste Peptidlieferung wurde ohne Angaben zu Reinheit und oxidativem Zustand der Peptide
erhalten. Darum wurden die Analyse der Peptide sowie die nachfolgende Aufreinigung und Oxida-
tion selbst vorgenommen. HPLC und massenspektroskopische Analysen wurden in Zusammen-
arbeit mit der AG Ruppert, ZMBH durchgeführt. Der Verlauf einer Peptidaufreinigung und Oxida-
tion ist nachfolgend am Beispiel des Peptids PD8 dargestellt.
4.4.1.1. Analyse des Peptids PD8 per analytischer HPLC
Abbildung 4.18 zeigt das Chromatogramm einer analytischen HPLC von PD8. Alle achtzehn erhalt-
enen Peptide wurden auf diese Weise analysiert. Bis auf die Peptide PD2, 5, 6, 8 und 11 waren die
Peptide so stark verunreinigt, dass kein klarer Peak sichtbar war („Igeloptik“ des HPLC-Graphen).
Diese Peptide wurden verworfen. Eine neue Peptidsynthese wurde von den Firmen Peptide
Specalty Laboratories und Pfizer übernommen. Das Molekulargewicht der verbliebenen Peptide
PD2, 5, 6, 8 und 11 wurde zunächst über Massenspektroskopie ermittelt, diese wurde von A.
Bosserhoff, ZMBH durchgeführt (Abb.4.20). Das theoretische, durchschnittliche Molekularge-
wicht des Peptids PD8 wurde mit dem Software-Programm Sherpa 3.1.1. ermittelt, es beträgt
1055,3 Da. Nach Bestätigung des korrekten Molekulargewichts wurde das Peptid PD8 über eine
präparative HPLC (Abb.4.19) aufgereinigt.
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4.4.1.2. Aufreinigung von PD8 per präparativer HPLC
Die Sauberkeit der peptid-haltigen Fraktionen 35-39 wurde mittels analytischer HPLC überprüft,
anschließend wurden die Fraktionen vereinigt und die Reinheit (Abb.4.20a) sowie das Molekular-
gewicht (Abb.4.20b) erneut kontrolliert. Das gesäuberte Peptid konnte schließlich oxidiert werden. 
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Abb. 4.19.
Erwartungsgemäß wird der, dem Peptid PD8 entsprechende, Hauptpeak nach ca. 10,5 min eluiert. Die Fraktionen 35-39 enthalten das Peptid
PD8 und wurden vereinigt.
CHROMATOGRAMM DER PRÄPARATIVEN HPLC VON PD8
Abb. 4.18 HPLC-CHROMATOGRAMM ZUR ANALYSE DES PEPTIDS PD8 VOR DER AUFREINIGUNG
Die x-Achse repräsentiert die Zeitachse, innerhalb der
sich das Verhältnis von H2O und Acetonitril (Solvent
B) ändert. Das Peptid adsorbiert über hydrophobe
Wechselwirkungen an das Säulenmaterial und wird
gemäß seiner polaren Eigenschaften durch einen
H2O/Acetonitril-Gradienten nach ca. 10,5min 
(entspricht 36% Solvent B) von der Säule eluiert, ist
also insgesamt hydrophil. Der Verlauf des Gradienten
ist unter dem Chromatogramm gezeigt.
Solvent B = 80% Acetonitril und 20% H2O/0,1%TFA
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Abb. 4.20a ANALYTISCHE HPLC BESTÄTIGT REINHEIT VON PD8 NACH DER PRÄPARATIVEN HPLC
Abb. 4.20b MASSENSPEKTROGRAMM BESTÄTIGT THEORETISCHE MASSE VON 1055,3 DA
4.4.1.3. Oxidation von PD8
Die Oxidation von PD8 wurde in großem Volumen durchgeführt, um die Ausbildung intramoleku-
larer Disulfidbrücken zu begünstigen. Der pH wurde mit der flüchtigen Base Ammoniak auf pH 8.5
eingestellt. Durch Begasung der Peptidlösung wurde die Oxidation eingeleitet. Die Oxidation ver-
läuft gemäß der allgemeinen Summenformel:
SH-Peptid-SH + 2 OH- -S-S-Peptid + 2 H2O
Der Verlauf der Oxidation (Abschnitt 3.8.2) wurde durch Kontrolle des pHs verfolgt und war nach
zweistündiger Sauerstoff-Zufuhr abgeschlossen. DasMolekulargewicht des oxidierten Peptids wurde
über Massenspektroskopie nachgewiesen, dann wurde die Peptid-Lösung lyophyllisiert (Abb.4.21).
Die Masse hat sich um 2 Dalton von 1055,3 auf 1053,3 Da verringert. Dies entspricht der Eliminier-
ung von Wasserstoff-Atomen der Sulfhydrylgruppen unter Ausbildung der Disulfidbrücke. Für die
folgenden Experimente wurden die Peptide mit einer Konzentration von 1mg/ml in H2O, bei unpo-
lareren Peptiden durch Zugabe von 10-20% Acetonitril gelöst.
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Abb. 4.21 MASSENSPEKTROGRAMM DES OXIDIERTEN PEPTIDS PD8 
Eine Einheit entspricht 1 Dalton (=1 Wasserstoff-Atom).
Im Vergleich zu Abb. 4.20b ist das Molekulargewicht des oxidierten Peptids um 2 Da kleiner. Das entspricht der Eliminierung von 2 Wasserstoff-Atomen.
Der markierte Wert entspricht dem Molekulargewicht des Peptids. Die anderen Werte des Hauptsignals spiegeln das Isotopenmuster wider, das durch unterschiedliche
Mengen an 13C und 14C-Isotopen pro Peptidmolekül verursacht wird. Es handelt sicht aber nicht um verschiedene Oxidationszustände eines Moleküls.
4.4.2. Interaktion von HPV11-VLPs mit Säugetier-Zellen –
Beeinflussung der Rezeptorinteraktion durch HPV11-spezifische,
synthetische Peptide 
Die HPV11-spezifischen, synthetischen Peptide sollten nun auf die Fähigkeit hin untersucht wer-
den, die Bindung von HPV11-VLPs an Zellen zu inhibieren. Dazu wurde ein Experiment ent-
wickelt, dass die Analyse zellgebundener VLPs per Durchfluß-Zytometrie erlaubt (Abb. 4.22). 
Papillomavirus-Partikel binden in vitro an eine Vielzahl von verschiedenen Zellen. Für die
Bindungsexperimente wurde die Zellinie K562 ausgewählt. Die Handhabung der Färbe- und
Waschschritte in 1,5ml-Reaktionsgefäßen konnte leichter durchgeführt werden, weil es sich bei
K562 Zellen um Suspensionszellen handelt (Abschnitt 3.7.4).
4.4.2.1. Etablierung der experimentellen Bedingungen für den K562-Zellbindungsassay
Jede Probe, die mittels Durchfluß-Zytometrie vermessen wurde, erforderte ein Minimum an 3x105
Zellen. Um den Effekt inhibierender Peptide zu visualisieren, sollte die Menge an HPV11-VLPs
ermittelt werden, die gerade notwendig ist, um eine Sättigung zellulärer Rezeptoren zu erreichen.
Für die Detektion von HPV-11 VLPs, die an K562-Zellen gebunden hatten, wurde der HPV11-
spezifische, monoklonale Antikörper B2 (N.Christensen et al, 1991) in einer Verdünnung von 1:500
verwendet (Abschnitt 3.7.4). Der Durchschnittswert für die relative, mittlere Immunfluoreszenz (der
in dem Diagramm dargestellte Wert entspricht der relativen, mittleren Immunfluoreszenz (Geo-
Mean), die aus der Histogramm-Statistik hervorging; Erläuterung in Abschnitt 4.3.2.2) erreicht bei
14-16 µg HPV11-VLPs pro 3x105 K562-Zellen das Maximum. Daher wurden für die folgenden Ex-
perimente 15µg HPV11-VLPs pro FACS-Probe eingesetzt (Abb. 4.23). 
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HPV11-VLPs binden an Rezeptoren auf K562
Zellen. Nach Waschen der Zellen werden
gebundene VLPs von einem HPV11-spezifischen,
monoklonalen Maus-Antikörper erkannt. Dieser
wird nach erneutem Waschen von einem, gegen
Maus gerichteten Sekundär-Antikörper der an
den Fluoreszenz-Farbstoff FITC gekoppelt ist,
gebunden. Zellen erzeugen dadurch ein
Fluoreszenzsignal, dass mittels Durchfluß-
Zytometrie visualisiert wird.
Durch, an HPV11-VLPs gebundene, inhibitorische












Abb. 4.22 VERSUCHSAUFBAU DES K562-ZELLBINDUNGSASSAYS ZUR QUANTIFIZIERUNG DER HPV11-VLP-BINDUNG AN ZELLEN
Um eine Positivkontrolle für die Inhibition der Bindung von VLPs an Zellen zu ermitteln, wurden
drei HPV11-spezifische neutralisierende, monoklonale Antikörper (F1, G5 und H3; N.Christensen
et al, 1991) auf ihre inhibitorischen Eigenschaften untersucht. Die Inhibition der VLP-Bindung
konnte mit den Antikörpern F1 und G5 erzielt werden. Die optimale Verdünnung von F1 betrug
dabei 1:200 bis 1:500, mit G5 wurde die maximale Inhibition bei einer Verdünnung von 1:5000 bis
1:10000 erzielt (Abb. 4.24). Die Verwendung des Antikörpers F1 erzielte in mehreren Experimenten
die konstanteren Inhibitionswerte, so dass F1 schließlich als Positivkontrolle für die Inhibition ge-
nutzt wurde. Vorinkubation von HPV11-VLPs mit dem Antikörper H3 verstärkte die Bindung von
VLPs an Zellen bis zu einer Verdünnung von 1:2000, d.h. die relative, mittlere Immunfluoreszenz
erhöhte sich deutlich. Möglicherweise erfolgt die Bindung der VLPs an die Zellen hierbei nicht
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Pro FACS-Probe wurden 15µg VLPs mit mehreren Verdünnungen der AK F1 oder G5 vorinkubiert. Das Diagramm stellt den, der Histogramm-Statistik entnommenen,
Wert für die relative, mittlere Immunfluoreszenz dar.
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Abb. 4.23 ERMITTLUNG DES SÄTTIGUNGSBEREICHS VON 3X105 K562-ZELLEN MIT HPV11-VLPs
Dieser Vorversuch wurde mit jedem
frischen Pool von VLP-Präparationen
durchgeführt.








VLP-Vorinkubation mit Antikörper, VLPs ohne Behandlung (OB)
Relative, mittlere
Immunfloureszenz [GeoMean]
Eine Untersuchung zur Lokalisierung der HPV11-Kapsidepitope die von den spezifischen Anti-
körpern B2, F1, G5 und H3 gebunden werden, ergab dass die Antikörper B2, F1 und G5 alle an
der gleichen Stelle an das HPV11-Kapsid binden (Ludmerer et al, 1996). Der Antikörper H3 bindet
dagegen an ein anderes Epitop. Als Antikörper für die Detektion zellgebundener VLPs wurde hier
B2 gegenüber H3 vorgezogen, weil H3 ohne HPV11-VLPs eine sehr hohe Hintergrundfluoreszenz
der Zellpopulation erzeugt. Es stellte sich die Frage, ob die Antikörper F1 und G5 die VLP-Bindung
an Zellen oder die Bindung des Detektionsantikörpers B2 blockieren. Die Visualisierung zellgebun-
dener VLPs erfolgte mit einem FITC-gekoppelten Sekundär-Antikörper, der gegen Maus gerichtet
ist. Folglich würden auch die monoklonalen Antikörper F1 bzw. G5 mit dem Sekundär-Antikörper
reagieren, wenn sie mit B2 um Bindestellen des HPV11-Kapsids kompetitieren würden, anstatt die
Bindung der HPV11-VLPs an Zellen zu inhibieren. Es muß sich daher um eine echte Bindungs-
inhibition handeln. Damit ist die Verwendung des Antikörpers F1 als Inhibitionskontrolle zulässig.
4.4.2.2. Untersuchung der, von Phagen abgeleiteten HPV11-spezifischen Peptide,
auf inhibitorische Eigenschaften bezüglich der Bindung von VLPs an Zellen
HPV11-spezifische Peptide wurden in 10, 100 und 1000fach molaren Überschuß (entspricht 360,
3600 u. 36000 Peptidmolekülen pro HPV11-VLP) bezüglich maximal möglicher Bindungsepitope
(siehe Abschnitt 3.7.5 zur Molaritätskalkulation) mit den VLPs vorinkubiert und nach Durchführ-
ung der Immunfärbung am Zytometer untersucht (Abschnitt 3.7.4). Bei allen Messungen wurden
dreifach identische Proben vermessen. Dabei wurden stets folgende Kontrollen einbezogen (siehe
Abb. 4.25):
a) K562-Zellen wurden nur mit den beiden Antikörpern inkubiert. Die erzeugte Hintergrund-
fluoreszenz wurde grundsätzlich von den Meßdaten der HPV11-VLP vermittelten Immun-
fluoreszenz subtrahiert (in Abb. 4.26 und 4.27).
b) 15 µg HPV11-VLPs erzeugten die maximal mögliche Immunfluoreszenz durch Bindung an 
K562-Zellen (Bindungssignal = 100%). Dieser Wert dient als Referenz und wird in den 
Balkendiagrammen als OB = HPV11-VLPs ohne Vorbehandlung bezeichnet. 
c) die Inhibition der VLP-Bindung wurde durch Partikelvorinkubation mit dem HPV11-
spezifischen Antikörper F1 demonstriert.
In Abb. 4.25 sind beispielhaft Histogramme gezeigt, die aus der Auswertung der Vermessung des
Peptids PD10 sowie den aufgeführten Kontrollen hervorgehen. Das Peptid PD10 inhibiert die
Bindung von HPV11-VLPs an K562 Zellen nicht.
Jedes Peptid wurde dreimal in 100-molarem Überschuß mit den HPV11-VLPs vorinkubiert und  so
vermessen. Der grau unterlegte GeoMean in der Histogramm-Statistik gibt den Wert für die rela-
tive, mittlere Immunfluoreszenz bei logarithmischer Skalierung an. Daten der Histogramm-Statis-
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a) Die Hintergrund 
Fluoreszenz wird durch
die Nachweis-Antikörper
ohne VLPs erzeugt 
(schwarz).
Zum Vergleich ist das 
Fluoreszenz-Histogramm





ÜBERLAGERUNG DER FLOURESZENZ-HISTOGRAMME „HINTERGRUNDFLUORESZENZ“ UND „HPV11-VLP-POSITIVKONTROLLE“Abb. 4.25a
b) Das grüne Histo-
gramm zeigt den 
deutlichen Rückgang 
der VLP-Bindung an 
Zellen, wenn die VLPs







ÜBERLAGERUNG DER FLOURESZENZ-HISTOGRAMME AUS ABB. 4.25A UND DER INHIBITIONSKONTROLLEAbb. 4.25b
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HISTOGRAMM STATISTIK HPV11-VLPs + Peptid PD10
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aus Abb. 4.25a u. b 








das Peptid PD10 hat
keine inhibitorische 
Aktivität.
























TEST HPV11-SPEZIFISCHER PEPTIDE BEZÜGLICH BINDUNGSINHIBITORISCHER EIGENSCHAFTEN- ZUSAMMENFASSUNG ALLER EXPERIMENTE











HPV11-Vorinkubation mit Peptiden  VLPs ohne Behandlung (OB)  HPV11-Vorinkubation mit dem inhibitorischen Antikörper F1
PD2-PD8 PD10, PD12-PD15
PD16-PD18 PD1, PD9, PD11
Bei Vorinkubation der HPV11-VLPs mit den Peptiden PD6, -16 und -18 scheint ein Rückgang der
VLP-Bindung erfolgt zu sein. Diese Peptide wurden daher nochmals untersucht (Abb. 4.27).
Obwohl der korrespondierende Phage des Peptids PD6 in Abschnitt 4.3.2.3. keinen inhibitorischen
Einfluß auf die Bindung von VLPs an Zellen hatte, ist der Rückgang der VLP-Bindung an Zellen
mit dem Peptid PD6 reproduzierbar. Die Inhibition durch Vorinkubation der HPV11-VLPs mit dem
Peptid PD6 beträgt in der Wiederholung des Experimentes  23%. Mit den Peptiden PD16 und PD18
wurde bei der Wiederholung des Versuchs keine Inhibition mehr erreicht.
Weil offenbar keine andere Peptidsequenz signifikante inhibitorische Eigenschaften zeigte, sollte
untersucht werden ob die synthetischen Peptide überhaupt an die HPV11-VLPs binden. Um diesen
Nachweis zu erbringen, wurden die Virus-Partikel mit den einzelnen Peptiden in 100-molarem
Überschuß inkubiert. Peptid-assoziierte sowie unbehandelte VLPs wurden dann in 96-Loch Platten
geladen, geblockt und anschließend mit den korrespondierenden Phagen inkubiert. Gebundene
Phagen wurden über den M13 Phagen-spezifischen, Peroxidase-gekoppelten Antikörper nach-
gewiesen. Wenn Peptide an Bindungsepitope auf dem HPV11-Kapsid binden, können weniger
Phagen an die peptid-inkubierten VLPs binden. Das Nachweissignal für gebundene Phagen wäre
daher im Vergleich zur Bindung an unbehandelte VLPs niedriger. Dies war bei keinem der 18
Peptide reproduzierbar zu beobachten (nicht gezeigt). Wahrscheinlich konnten die korrespondier-
enden Phagen die entsprechenden Peptide von der Kapsidoberfläche verdrängen. Sie haben  gegen-
über den Peptiden, die als einzelne Moleküle vorkommen, eine höhere Avidität zu VLPs, da sie die
rekombinanten Peptide 3-5 mal pro Phagenpartikel präsentieren (siehe Diskussion, Abschnitt 5.6).
An HPV11-Partikel gebundene Peptide sollten daher zunächst auf anderem Wege, z.B. durch







F1 OB PD6 PD16 PD18
Die Peptide, die bei der ersten Vermessung von dreifach
identischen Ansätzen eine Inhibition auf die Bindung von
HPV11-VLPs an K562 Zellen erzeugten, wurden nochmals in
100-fach molaren Überschuß getestet. Standardabweichungen
ergeben sich aus der Vermessung von dreifach identischen
Proben.
WIEDERHOLUNG DES VLP-BINDUNGSEXPERIMENTES MIT DEN PEPTIDEN PD6, PD16 UND PD18Abb. 4.27
Relative, mittlere 
Immunfloureszenz [GeoMean] HPV11-Vorinkubation mit Peptiden 
VLPs ohne Behandlung (OB)  
HPV11-Vorinkubation mit dem inhibitorischen Antikörper F1
5. Diskussion
In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Methoden verwendet, um Random-Peptidbibliotheken
nach Peptidsequenzen zu durchsuchen, die spezifisch mit Epitopen des Papillomavirus-Kapsids
interagieren. Ziel war die Identifizierung von Peptiden, welche die Kapsidbindung mit dem
Wirtzell-Rezeptor inhibieren können. Ein bindungsinhibitorisches Peptid kann insbesondere bei
der Therapie von HPV11-bedingten Infektionen zur Anwendung kommen.
5.1. Das Haupt-Kapsidprotein L1 von Papillomaviren ist für ein Hefe-Two-
Hybrid-Screening ungeeignet
Das Haupt-Kapsidprotein L1 von HPV16 wurde als Zielprotein für die Selektion von L1-
spezifischen Peptiden aus einer Random-Peptidbibliothek im Hefe-Two-Hybrid-System eingesetzt.
HPV16-L1 wurde zunächst verwendet, da dieser Papillomavirus-Typ aufgrund seines häufigen
Vorkommens in Zervix-Karzinomen besonders gut erforscht ist. Anschließend war ein analoges
Screening von HPV11-L1 geplant. Da kein einziges Peptid mit HPV16-L1-Spezifität isoliert wurde,
mußte zunächst geklärt werden, ob die Identifizierung von spezifischen Peptiden mit dem durch-
geführten experimentellen Ansatz prinzipiell überhaupt möglich war. Die verwendete Random-
Peptidbibliothek besteht aus einer Sammlung von ca. 107 verschiedenen Peptidsequenzen, mit einer
Länge von 16 Aminosäuren. Diese Peptide sind mit der Transaktivierungsdomäne des Hefe-GAL4-
Transkriptionsfaktors fusioniert. Die beschriebene Random-Peptidbibliothek wurde hergestellt und
erstmals erfolgreich eingesetzt, um das Bindemotiv in Interaktionspartnern des Tumorsuppressor-
proteins pRB näher zu charakterisieren (Yang et al, 1995). Dort wurden die Fusions-Plasmide
pGBT9-pRB und pGAD.GH-Peptid-Bibl., die für die beiden Domänen des GAL4-Transkriptions-
faktors codieren, mittels Kotransformation in eine Hefezelle eingeschleust. In der vorliegenden
Arbeit wurden die beiden Plasmide zunächst in Hefen unterschiedlichen Paarungstyps gebracht.
Die Vereinigung der Plasmide in einer (diploiden) Hefezelle erfolgte hier durch pheromon-indu-
zierte Hefepaarung. Bei dem Hefe-Two-Hybrid-Screening ist das Wachstum von Hefeklonen nur
möglich, wenn Fusionsproteine und Peptide der Bibliothek miteinander interagieren. Nur dann
können die beiden Domänen des GAL4-Transkriptionsfaktors die Transkription von Reportergenen
aktivieren, die für das Wachstum auf Selektionsnährböden erforderlich sind.  
Dass das verwendete System mit Erfolg durchgeführt werden konnte, wurde von Kollegen mit
einem anderen Zielprotein als HPV16-L1 gezeigt (T. Trost; Dr. M. Tommasino, DKFZ). Unabhängig
von der Zielsetzung dieser Arbeit konnte dabei mit dem frühen HPV16-Onkoprotein E7 sechs
verschiedene Peptide aus der beschriebenen Peptidbibliothek isoliert werden. Die Interaktion mit
E7 konnte durch Test der Peptide nach deren Isolierung, mit Fragmenten des E7-Proteins im N-
terminalen Bereich von E7 lokalisiert werden. Man kann daher davon ausgehen, dass die Isolierung
von Peptiden mit diesem Ansatz auch in unserem Labor prinzipiell erfolgreich verläuft, sofern sich
das Zielprotein für ein Hefe-Two-Hybrid-Screening eignet. Der Mißerfolg im Falle von HPV16-L1
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muß daher in dem L1-Protein selbst begründet sein, zumal andere HPV16-L1-Screenings mittels
Hefe-Two-Hybrid-System auch mit anderen Peptidbibliotheken ergebnislos blieben (Dr. M. Müller;
Dr. J. Zhou, persönl. Mitteilung) und bis heute keine Veröffentlichungen mit einem vergleichbaren
Ansatz vorliegen.
Von einigen Protein-Arten ist bekannt, dass sie für die Anwendung im Hefe-Two-Hybrid-System
nicht geeignet sind (Übersicht in: Fields & Sternglanz, 1994; Allen et al, 1995; Frederickson et al,
1998). 
a) Transmembranproteine: Die Interaktion der Fusionsproteine findet im Zellkern der Hefe statt. 
Daher können z.B. viele Rezeptoren nicht mit diesem System untersucht werden, weil sie oftmals
Signalsequenzen enthalten, die mit der Kernlokalisierung interferieren. Das Haupt-Kapsidprotein
L1 ist zum Import in den Nukleus geeignet . Dort erfolgt nämlich im Infektionszyklus des
Papillomavirus die Zusammenlagerung des Kapsids sowie die Verpackung des viralen Genoms.
b) Post-translational modifizierte Proteine: Viele post-translationalen Modifikationen werden in
Hefe-Zellen nicht katalysiert. So z.B. Glykosylierungen, Phosphorylierungen und Acetylierungen.
Auch Proteine, deren Funktion von intramolekularen Disulfidbrücken abhängig ist, sind ungeeignet
weil im Zellkern kein oxidatives Milieu herrscht. Für das Haupt-Kapsidprotein L1 wurden N-
Glykosylierungen beschrieben, deren Funktion für das Virus bisher unklar ist (Zhou et al, 1993).
Das Scheitern des HPV16-L1-Screenings könnte also durch das Fehlen der N-Glykosylierungen
bedingt sein. In neueren Veröffentlichungen finden diese Glykosylierungen allerdings keinerlei Er-
wähnung bzw. Bestätigung. 
Eine andere Erklärung dafür, dass das HPV16-L1-Screening fehlschlug, liegt möglicherweise in der
Funktion von L1 begründet. Dieses Protein ist grundsätzlich zum „Self-Assembly“ befähigt, so dass
sich L1 als Hauptstrukturprotein des Viruskapsids im Zellkern zu Kapsomeren (L1-Pentamere) und
dann zu Viruskapsiden (72 Kapsomere) zusammen lagert. Die Ausbildung des Kapsids erfolgt auch
in Abwesenheit des zweiten Kapsidproteins L2 (siehe Abschnitt 1.5; Zhou et al, 1991; Kirnbauer et
al, 1992). Man kann davon ausgehen, dass das GAL4-L1-Fusionsprotein aus zwei funktionellen
Domänen, nämlich GAL4-DB und HPV16-L1 besteht (Fields & Sternglanz, 1994). Es ist also
möglich, dass die Kapsomer/Kapsidbildung oder zumindest eine Kapsomer-ähnliche Aggregation
auch dann erfolgt, wenn die DNA-Bindedomäne des GAL4-Transkriptionsfaktors N-terminal an L1
fusioniert ist. Möglicherweise bildet das L1-GAL4-DB Fusionsprotein multimere, kapsomer-
ähnliche Komplexe aus, an die Peptide der Bibliothek durchaus spezifisch binden können. Die
Aktivierung der Transkription bleibt aber aus, weil die mit dem Peptid verbundenen Transaktivier-
ungsdomänen aus sterischen Gründen nicht ausreichend nahe an die Kontrollregion des Reporter-
gens gelangen können. 
Das HPV16-L1-Protein sollte daher in drei etwa gleich große Fragmente aufgeteilt werden. Diese
Fragmente sollten dann einzeln mit der vorhandenen Peptidbibliothek nach spezifisch inter-
agierenden Peptiden durchsucht werden.
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Bekannte, lineare Antigendeterminanten kommen nämlich über die gesamte L1-Proteinsequenz
verteilt vor (Zhou et al, 1992; Heino et al, 1995; Kulski et al, 1998). Zuerst wurde das N-terminale
Fragment untersucht, welches die ersten 193 Aminosäuren des L1-Proteins beinhaltet. Dabei
wurden 6x106 diploide Hefezellen erhalten. Damit war zwar nicht die gesamte Bibliothek
abgedeckt, zunächst sollten die erhalten Peptide aber stichprobenartig auf spezifische Interaktion
mit dem L1-Fragment geprüft werden. Alle isolierten Peptidklone interagierten auch bei diesem
Ansatz mit der DNA-Bindedomäne, unabhängig vom fusionierten L1-Fragment, waren also falsch-
positiv. Nun stellt sich die Frage, ob auch das N-terminale Fragment 1-193 von L1 die Information
für die Ausbildung von Kapsomeren beinhaltet. Im Jahre 2000 wurde erstmals die Kristallstruktur
von sogenannten „kleinen“ HPV16-L1-VLPs veröffentlicht (solche Kapside sind aus nur 12 statt
72 Kapsomeren aufgebaut). Mit dieser Struktur konnte zumindest die Organisation eines
Kapsomers sowie interkapsomere Kontakte aufgeklärt werden. 
Daraus geht hervor, dass die Aminosäuren 20-382 von L1-ß-Faltblatt Strukturen ausbilden, die
dem „Kern“ eines L1-Monomers entsprechen. Die Interaktion von L1-Monomeren unter Aus-
bildung von Kapsomeren wird durch Schleifen und α-Helices vermittelt, die sich im C-terminalen
Bereich des L1-Monomers befinden. Der N-terminale Bereich des L1-Proteins ist innerhalb ver-
schiedener Papillomavirus-Typen stark konserviert. Die C-terminalen 30 Aminosäuren von L1 sind
hingegen variabler und innerhalb eines Kapsomers in Schleifen organisiert, die vom Kapsomer aus-
streuen. Dort vermutet man auch die Rezeptorbindestelle (Chen et al, 2000). Aufgrund dieser
Untersuchung ist es wahrscheinlich, dass das untersuchte N-terminale L1-Fragment (AS 1-197) zu
kurz war um die korrekte Proteinfaltung anzunehmen und dadurch für ein Hefe-Two-Hybrid-
Screening ungeeignet ist. Deshalb wurden die Untersuchungen des L1-Proteins mit Hilfe des Hefe-
Two-Hybrid-Systems an dieser Stelle abgebrochen. Aufgrund dessen wurde auch auf eine Unter-
suchung des HPV11-L1-Proteins mit dieser Methode verzichtet.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das Haupt-Kapsidprotein L1 von Papillomaviren
für die Anwendung im Hefe-Two-Hybrid-System ungeeignet ist. Das komplette Protein bildet
wahrscheinlich Multimere, welche die Reportergen-Aktivierung sterisch behindern. Fragmente von
L1 nehmen hingegen möglicherweise nicht die korrekte L1-Proteinfaltung ein und bieten daher
keine Alternative zur Untersuchung des Gesamtproteins.
5.2. Voraussetzungen für die Selektion von HPV11-spezifischen 
Peptiden aus phagen-präsentierten Peptidbibliotheken
Peptidbibliotheken, die von Phagen-Hüllproteinen präsentiert werden, eignen sich gut für die
Identifizierung von Peptiden mit spezifischen Bindungs-Eigenschaften. Durch die Eingliederung
der „chemischen“ Bibliothek in ein biologisches System ist die Identifizierung relevanter Sequenzen
schnell und gezielt zu erreichen. Mit solchen Peptidbibliotheken wurden bereits komplette Organe
erfolgreich nach spezifisch interagierenden Peptiden durchsucht (Pasqualini et al, 1996). In dieser
Arbeit wurden virus-ähnliche Partikel (VLPs) des humanen Papillomavirus Typ 11 verwendet, um
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eine phagen-präsentierte Peptidbibliothek auf spezifisch kapsid-bindende Peptide zu selektionier-
en. Es wurden vor allem inhibitorische Peptide gesucht, welche die Infektion einer Zelle durch
Interaktion des Virus mit einem, bisher noch nicht sicher definierten, Wirtzell-Rezeptor blockieren
können. Einige Arbeiten mit einer vergleichbaren Zielsetzung existieren, z.B. für HIV und den
murinen Coronavirus (Ferrer et al, 1999; Yu et al, 2000). Dabei handelt es sich allerdings um Viren
mit einer Lipidhülle. Die Rezeptor-Interaktion solcher Viren erfolgt über Glykoproteine, die sich in
der Lipidmembran befinden. Diese Proteine können isoliert werden und daher separat für eine
Peptid-Selektion eingesetzt werden. Bei Papillomaviren hingegen erfolgt die initiale Rezeptor-
interaktion über ein bisher nicht identifiziertes Epitop auf dem Proteinkapsid, eine Lipidhülle
existiert hier nicht. Ein Virus-Partikel präsentiert daher eine Vielzahl an Epitopen. Von VLPs, die
aus dem Papillomavirus-Hauptkapsidprotein L1 aufgebaut sind, ist bekannt dass alle bisher
identifizierten neutralisierenden Antikörper an diskontinuierliche Epitope (Konformations-epitope)
des Kapsids binden (Christensen et al, 1996 a und b; White et al, 1999).
Um das komplexe HPV11-Kapsid zu untersuchen, wurde eine Bibliothek von zyklischen Peptiden
mit 7 variablen Aminosäure-Resten und flankierenden Cystein-Resten, die eine Disulfidbrücke
ausbilden, ausgewählt (constrained peptides, New England Biolabs). Mit linearen Peptidbiblio-
theken werden fast nie Mimotope von Antikörpern identifiziert, die an diskontinuierliche Epitope
eines Proteins binden. Zyklische Peptide eignen sich dafür besser (Übersicht in: Clackson & Wells,
1994), durch die zyklische Struktur der Peptide wird die Anzahl möglicher Konformationen
gesenkt, die das Peptid einnehmen kann (Buritt et al, 1996). Damit ist oftmals die Erhöhung der
Affinität und Selektivität des Peptids verbunden (O’Neil et al, 1992). Es ist auch wahrscheinlicher,
dass chemisch synthetisierte Peptide die gleiche Konformation wie das korrespondierende Peptid
ausbilden können, das sich im Kontext des Phagen-Hüllproteins pIII befindet. 
HPV11-VLPs, die nur aus dem Hauptstrukturprotein L1 bestehen, wurden bewußt für die Selektion
verwendet. Das Kapsidprotein L2 ist für die Ausbildung virus-ähnlicher Partikel nicht erforderlich
(Zhou et al, 1991; Kirnbauer et al, 1992; Hagensee et al, 1993). Es zeigte sich, dass L1-VLPs und
L1/L2-VLPs um die Bindung an Zellen kompetitieren und dass die Bindung an Zellen durch L1-
spezifische Antikörper inhibiert wird (Roden et al, 1994; Müller et al, 1995; Volpers et al, 1995). 
Es erschien daher sinnvoll, die einfachste für die Rezeptorinteraktion nötige Kapsidstruktur für eine
Peptid-Selektion einzusetzen. 1998 wurde erstmals ein neutralisierender Antikörper beschrieben,
der gegen L2 gerichtet ist und darüber hinaus mit dem Papillomavirus-Typ HPV6b kreuzreagiert
(Kawana et al, 1998). 2001 wurde dann gezeigt, dass L2 bei der Infektion eine wichtigere Rolle
spielt als zuvor bekannt. Tatsächlich scheinen die auf der Oberfläche des Virus-Kapsids präsentier-
ten AS-Reste 108-111 im N-terminalen Bereich von L2 bei der Internalisierung des Virus eine
wichtige Rolle zu spielen, nachdem das Viruskapsid über ein L1-Epitop an den Primär-Rezeptor
gebunden hat. Mutationen dieser L2-AS-Reste führen zu deutlich verminderter Infektionsrate mit
sogenannten HPV-Pseudovirionen (Kawana et al, 2001). Daher wäre die Verwendung von L1/L2
Partikeln umfassender gewesen, dies war zum Zeitpunkt der Peptidselektion aber unbekannt. 
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5.3. Die identifizierten HPV11-spezifischen Peptidsequenzen 
sind sehr unterschiedlich
HPV11 L1-VLPs wurden als Zielprotein für die Peptidselektion aus einer phagen-präsentierten
Bibliothek eingesetzt. Drei Runden der Selektion und Anreicherung von HPV11-spezifischen
Phagen wurden durchgeführt. Gemäß des Handbuchs (NEB #3120) würden zusätzliche Runden
Phagen mit der höchsten Affinität anreichern, so dass nach 5-6 Runden eine Konsensus-Binde-
sequenz für besonders affine Phagen vorliegt. Es ist unklar, ob ein Peptid das an das Rezeptor-Bind-
ungsepitop des Kapsids bindet, auch die höchste Affinität besitzen würde. Es sollten also möglichst
mehrere Peptide identifiziert werden, die an verschiedene Epitope des PV-Kapsids binden, da es
sich bei einem virus-ähnlichen Partikel um eine komplexe Struktur mit vielen Bindungs- bzw. Neu-
tralisierungsepitopen handelt. Je mehr Selektionsrunden durchgeführt werden, um so höher ist
auch die Gefahr einige spezifische Phagen zu verlieren bzw. unspezifische Phagen anzureichern.
Manche der zahlreichen, unterschiedlichen Peptidsequenzen ermöglichen dem Phagenklon ein bes-
seres Wachstum, andere Sequenzen bedeuten einen Nachteil für den entsprechenden Phagenklon
(natürliche Selektion; Burritt et al, 1996).
Die Komplexität der Bibliothek beträgt laut Hersteller 1,3x109 unterschiedliche Peptidsequenzen.
Bei der Affinitätsselektion wurden die HPV11-L1-VLPs mit insgesamt 2x1011 Phagen inkubiert, d.h.
jede Sequenz war statistisch 100fach vorhanden. Nach der ersten Peptidselektion wurden insge-
samt 2,64x103 Phagen von den HPV11-VLPs eluiert (siehe Tab. 4.4). Wie viele verschiedene Peptide
davon HPV11-spezifisch waren, kann nicht genauer bestimmt werden. Diese Phagen wurden in
Bakterien vermehrt und erneut selektioniert. Nach 3 Selektionsrunden wurden von den HPV11-
VLPs 1,5x106 Phagen eluiert, dies entspricht einer Anreicherung um den Faktor 500 für HPV11-
spezifische Phagen (Tab.4.4 ). Von einer unbehandelten Kontrollplatte wurde nach 3 Selektionen
nur 720 Phagen eluiert. Als Maß für die Spezifität  wurde also eine 5.000fach höhere Menge von
HPV11-VLPs gegenüber dem Hintergrund eluiert. 
70 Phagen aus der HPV11-VLP Selektion wurden isoliert. Nach Bestätigung der HPV11-Spezifität
mittels ELISA, verblieben bei 35 HPV11-spezifischen Phagen schließlich 18 verschiedene Peptid-
sequenzen. Sechs dieser Sequenzen kamen innerhalb der isolierten Phagen mehrmals vor. Die
Peptidsequenzen sind in Abb.4.9 dargestellt. In Abb.5.1 sind die gleichen Sequenzen nochmals im
Vergleich präsentiert. 
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Eine Konsensus-Bindesequenz die in mehreren Peptiden vorkommt, ist nicht zu abzuleiten. Einige
Peptidsequenzen ähneln sich und binden vermutlich an das gleiche Epitop auf dem HPV11-Kapsid,
sie sind in Abb.5.2 zusammengefasst. Von allen Peptiden wurden Datenbank-Suchen durchgeführt
(PrettyPlot, GCG-Package; HUSAR-DKFZ). Es wurden keine Homologien zu möglichen Rezeptor-
en ermittelt. Dies war bei zyklischen Peptiden allerdings auch nicht zu erwarten. Mittels Phage-
display wurden bereits zahlreiche Bindungsmotive von Rezeptor-Liganden Interaktionen aufge-
klärt (Wojnar et al, 2001; Zozulya et al, 1999). Im Vergleich zu linearen Peptiden wurden mit
zyklischen Peptiden oftmals keine Sequenzhomologien zu bekannten Liganden ermittelt (McConell
et al, 1994). 
Auffallend häufig kommen die unpolaren Aminosäuren Prolin und Tryptophan sowie die polare
Aminosäure Tyrosin vor. Pro und Trp befinden sich meistens in mitten der zirkulären Sequenz, was
auf hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Viruskapsid hindeutet. Die polare Aminosäure Tyrosin
ist dagegen meist endständig orientiert. Es ist vorstellbar, dass endständige AS in zyklischen
Peptiden für eine Interaktion weniger relevant sind (Abb.5.3). 
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MULTIPLE ANORDNUNG ALLER IDENTIFIZIERTER HPV11-SPEZIFISCHEN PEPTIDSEQUENZEN GEMÄSS MÖGLICHER HOMOLOGIEN
Peptid-Sequenz
Die Sequenzhomologien lassen vermuten, dass
diese Peptidgruppen jeweils das gleiche Epitop
des HPV11-Kapsids binden. Die dunkel unterleg-













Abb.5.2 VERGLEICH HPV11-SPEZIFISCHER PEPTIDE MIT HOMOLOGEN SEQUENZEN
Peptid-Sequenz
S I Y K W P Y
S I Y V W P N
G F L P W W Y
G F L P D W Y
V S W P L P W
T S W P M S H
T S W P Y P Y
Y S W P I L H
Y N W P L P Y
Vermutlich liegt das häufige Vorkommen der Trp- und Pro-Reste in der Konstruktion der Random-
Peptidbibliothek und dem Wachstumsvorteil von rekombinanten Phagen mit bestimmten Peptid-
sequenzen begründet. Bei der Generierung von Zufallsequenzen kommt es leicht zur Bildung einer
ausgerichteten Bibliothek, weil manche Peptidsequenzen in sich instabil sind oder den Vermehr-
ungszyklus des Phagenklons beeinträchtigen, während andere Sequenzen das Wachstum begünsti-
gen können. Beispielsweise kommen Cystein- und Arginin-Reste wesentlich seltener in Phagen-
bibliotheken vor, da diese offenbar mit dem enzymatisch katalysierten Sekretion des Hüllproteins
pIII in die Membranhülle des Phagens interferieren (Übersicht in: Rodi & Makowski, 1999). Diese
Vermutung wird durch die von Ferrer et al. publizierten Peptid-Sequenzen verdeutlicht, die an das
HIV-Glykoprotein gp120 binden. Dort wurde dem Pro-Trp-Motiv eine zentrale Rolle bei der
Inhibition der gp120-CD4-Interaktion nachgewiesen (Ferrer et al, 1999). Eine Homologie zwischen
gp120 und HPV11-VLPs existiert nicht. 
Folgende Möglichkeit ist vorstellbar: Tryptophan und Prolin besitzen im Kontext von phagen-
präsentierten Peptidbibliotheken herausragende Bindungseigenschaften. Die Tendenz zur Selektion
von Trp-reichen Sequenzen bedeutet dabei nicht, dass es sich um Bindungsartefakte handelt (S.C.
Harrison, pers. Mitteilung).
5.4. Einige HPV11-spezifischen Peptide reagieren im Phagenkontext 
mit anderen Papillomavirus-Typen kreuz
Aufgrund vorausgegangener Arbeiten binden verschiedene Papillomavirus-Typen anscheinend
denselben Zell-Rezeptor (Abschnitt 1.8 und 4.3.1; Roden et al, 1994, 1995; Müller et al, 1995;
Volpers et al, 1995; Qi et al, 1996). Daher müßte das entsprechende L1-Epitop des Papillomavirus-
Kapsids, das mit dem Rezeptor interagiert bei verschiedenen Papillomavirus-Typen strukturell
konserviert sein. Die HPV11-spezifischen, rekombinanten Phagenklone wurden mit Papillomavirus
L1-VLPs der Typen HPV6b, HPV16, HPV18 und BPV1 auf Kreuzreaktionen untersucht. HPV6b
und HPV11 haben den höchsten Verwandtschaftsgrad, der prozentuale Anteil der L1-Homologie
der beiden Typen beträgt 92,4%. Diese Typen sind für die Erkrankung der laryngealen Papilloma-
tose sowie für wiederkehrende Genitalwarzen verantwortlich. 
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Das Peptid ist nach
den kovalent verknüpf-
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Da diese Arbeit auf die Identifizierung eines Therapeutikums gegen diese Infektionen abzielte, ist
die Kreuzreaktivität eines inhibitorischen Peptides mit HPV6b von besonderem Interesse. HPV16
und HPV18 wurden gewählt, weil diese PV-Typen oft mit Zervix-Karzinomen assoziiert sind und
deshalb intensiv er-forscht werden, die Sequenzhomologie der L1-Proteine zu HPV11 beträgt 69%
für HPV16 bzw. 62,7% für HPV18. Eine Interaktion von Peptiden mit BPV1, dem einzigen
tierpathogenen Vertreter der Auswahl, würde die universelle Natur eines Inhibitors der Papilloma-
virus-Bindung unterstreichen (L1-Homologie zu HPV11 beträgt 48,3%; die Sequenzhomologien zu
HPV11-L1 wurden mit dem Programm Bestfit aus dem GCG-Package, HUSAR ermittelt).
In Tabelle 4.6 und 4.7 sind die kreuzreaktiven Phagenklone zusammengefasst. Die Peptidsequenzen
sind in Abb.5.4 im Vergleich dargestellt. Die meisten HPV11-spezifischen Phagen konnten gemäß
den Erwartungen auch an HPV6b binden. Die Vielfalt der Sequenzen deutet darauf hin, dass dabei
mehrere unterschiedliche Epitope des HPV6b bzw. HPV11-Kapsids gebunden werden. Für die
Klone PD12, -15 und -18 ist ein gemeinsames Bindemotiv erkennbar, sie binden vermutlich an das
gleiche Epitop des Virus-Kapsids. Das gilt auch für die Phagenklone PD3 und PD11, die als einzige
an HPV16 binden können (Abb. 5.4). Die einzigen Peptide die an HPV18 und an BPV (geringste
Homologie zu HPV11-L1) binden, sind fast identisch (Abb. 5.4). Da PD11 im Gegensatz zu PD5
auch mit HPV16 kreuzreagiert, vermittelt der Asparaginsäure-Rest in PD11 offenbar die Spezifität
zu HPV16. PD11 bindet als einziger Phagenklon an mehrere PV-Typen, nicht aber an HPV6. Von
den Phagenklonen, die mit HPV6b kreuzreagieren, bindet außer PD3 keiner an andere PV-Typen.
Um die Spezifität der isolierten Peptidsequenzen zu untermauern, wäre es interessant die Bindung
der HPV11-spezifischen Phagenklone an einen kutanen Papillomavirus-Typ mit geringer
Homologie zu HPV11-L1 und einem strukturell, aber nicht artverwandten Virus-Kapsid z.B des
Polyomavirus SV40 zu untersuchen.
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Erkennbare Konsensus-Bindemotive finden sich in Peptiden die mit HPV16 bzw. mit HPV18 und BPV1 kreuzreagieren.





















ZUSAMMENFASSENDER VERGLEICH VON PEPTIDSEQUENZEN, DIE MIT ANDEREN PAPILLOMAVIRUS-TYPEN KREUZREAGIEREN KONNTENAbb.5.4
HPV16-kreuzreaktiv
Keiner der Phagenklone kann an alle untersuchten Papillomavirus-Typen binden. Sofern das
Rezeptor-Interaktionsepitop tatsächlich konserviert ist, bindet kein identifiziertes Peptid dort
direkt. Das heißt nicht zwangläufig, dass keines der Peptide eine inhibitorische Aktivität bezüglich
der Bindung an den Primär-Rezeptor haben kann. Die Situation ist vergleichbar mit der Tatsache,
dass typenspezifische, neutralisierende Antikörper existieren. Beispielweise der HPV11-spezifische,
monoklonale Antikörper F1 (Christensen et al, 1991), der die Bindung von HPV11-VLPs an Zellen
blockiert (gezeigt in Abschnitt 4.3.2 und 4.4.2.1). Dieser Antikörper reagiert selbst mit dem nah
verwandten Typ HPV6b nicht kreuz (Christensen et al, 1994, Ludmerer et al, 1996). Dies gilt auch
im umgekehrten Falle für HPV6b-spezifische, monoklonale Antikörper. McClements et al. be-
stimmten kritische Aminosäure-Reste als Voraussetzung für die Bindung von HPV6-spezifischen
Antikörpern. Die wichtigsten Aminosäuren befinden sich an Positionen, wo sich die Sequenzen von
HPV6 und HPV-11-L1 unterscheiden. Eine Bindung an HPV11 ist nur durch Austausch der ent-
sprechenden Aminosäure-Reste möglich (McClements et al, 2001). Auch für andere bindungs-
inhibitorisch neutralisierende, monoklonale Antikörper die typenspezifisch sind, sind relevante
Aminosäuren in Bereichen lokalisiert, die besonders gering konserviert sind (Roden et al, 1996;
White et al, 1999). Immunodominante Epitope werden also durch typspezifisch definierte Kapsid-
epitope repräsentiert. Es ist deshalb sehr wahrscheinlich, dass diese Determinanten auch bei der
Peptid-Selektion mittels Phage-Display eine entscheidende Rolle spielen. Für die Papillomavirus-
Forschung ist es interessant, inwieweit Rezeptor-Interaktionsepitope mit immunodominanten
Epitopen überlappen. Das betont die Bedeutung eines bindungsinhibitorischen Peptids, da es bei
der Aufklärung kritischer Aminosäure-Reste des HPV-11 Kapsids helfen kann.
5.5. Die Bindung von VLPs an Zellen kann durch einige 
der HPV11-spezifischen Phagenklone reduziert werden
Zunächst sollte die inhibitorische Aktivität der isolierten Phagenklone auf die Bindung von
HPV11-VLPs an Zellen direkt untersucht werden. Dazu wurde ein VLP-Zellbindungsassay
entwickelt (Abschnitt 4.3.2), der in kleinem Volumen bzw. mit einer möglichst geringen Zellzahl
durchgeführt werden konnte, da eine Analyse per Durchflußzytometrie zu großen Mengen an
Phagen erforderte (vgl. Abschnitt 3.7.3; Tab. 3.2). Gegenüber der Analyse von zellgebundenen VLPs
per Durchflußzytometrie, die mit den HPV11-spezifischen Peptiden durchgeführt wurde (Abschnitt
4.4.2.9. und 5.6.), ist dieser Ansatz jedoch weniger sensitiv. Vorversuche ergaben, dass 200ng
HPV11-VLPs nötig waren, um 2x104 CV1-Zellen mit VLPs zu sättigen. Das entspricht einer Anzahl
von 2x105 VLPs pro CV1-Zelle. Qi et al. bestimmten die Anzahl von Papillomavirus-Rezeptoren auf
1x104 pro CV1-Zelle. Das entspricht einem Zehntel der hier benötigten Menge. Um die Anzahl von
Rezeptoren pro Zelle zu ermitteln, müssen gebundene und im Überstand verbliebene VLPs über
einen Scatchard-Plot miteinander in Bezug gesetzt werden (Volpers et al, 1995; Qi et al, 1996).
Gebundene und im Überstand verbliebene VLPs sind über die hier zur Anwendung gekommene
ELISA-Farbreaktion nicht quantitativ abschätzbar. Hinzu kommt, dass die VLPs nach Bindung an
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die Zelle prinzipiell internalisiert werden können und das Ausmaß der Internalisierung nicht ab-
geschätzt werden kann. 
Nach Etablierung der Reaktionsbedingungen wurde festgelegt, ab welcher Phagenkonzentration
von einer Inhibition der Bindung von VLPs an Zellen gesprochen werden konnte. In Abschnitt
4.3.2.3 sind Vorversuche mit einem HPV11-unspezifischen Kontroll-Phagenklon gezeigt. Eine
Hintergrund-Inhibition von ca. 15% wurde bisweilen bei Kontrollklon-Mengen von 5x1011 PFU pro
Meßprobe beobachtet. Bei niedrigeren Konzentrationen wurde kein inhibitorischer Effekt mehr
beobachtet. Außerdem ist dieser Signalrückgang im Vergleich zu dem, durch HPV11-spezifische
Phagen bedingten Rückgang des Bindungssignals, deutlich geringer (vgl. Abb.4.17). Vermutlich
stören die hohen Phagenkonzentrationen die Interaktion von HPV11-VLPs und Zellen, ohne dass
der Kontrollklon eine Bindung eingeht. Aufgrund dieser Daten wurde festgelegt, dass HPV11-
spezifische Phagenklone als inhibitorisch aktiv definiert werden, wenn der Rückgang des VLP-
Bindungssignals bei 7x1010 PFU pro Probe mindestens 40% betrug.
Nur ein Teil der HPV11-spezifischen Phagenklone übt einen inhibitorischen Effekt auf die Bindung
von HPV11-VLPs an CV1-Zellen aus (Tab.4.8). Die Sequenzen der Klone, die einen deutlichen,
reproduzierbar inhibitorischen Effekt auf die Bindung von HPV11-VLPs an CV1-Zellen ausübten,
sind in Abb.5.5 im Vergleich gezeigt. 
Zumindest auf der Basis der primären Aminosäure-Sequenzen recht unterschiedliche Peptid-
sequenzen zeigten inhibitorische Aktivität. Wie aufgrund der Kreuzreaktivitätsergebnisse bereits
vermutet, deutet dies daraufhin, dass das Rezeptor-Bindeepitop des HPV11-Kapsids nicht direkt
gebunden wird. In Tabelle 5.1 sind die Ergebnisse der CV1-Zellbindungsexperimente sowie der,
mittels ELISA, abgeschätzten Affinität der Phagenklone aus den Tabellen 4.6 und 4.8 nochmals zu-
sammengefasst. Daraus geht hervor, dass tendenziell diejenigen Phagenklone stärker an HPV11
binden, welche die Bindung von HPV11-VLPs an CV1-Zellen besser blockieren. Aufgrund dieser
Daten ist es vorstellbar, dass die phagen-bedingte Inhibition durch sterische Blockierung der VLP-
Bindung an Zellen erfolgt ist. Eine qualitative Aussage über die inhibitorische Aktivität der
identifizierten HPV11-spezifischen Peptide kann daher nur mit den synthetisierten Peptiden direkt
getroffen werden.
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Nur für PD3 und PD11, sowie PD15 und PD18 sind mögliche gemeinsame Bindemotive erkennbar 
(siehe auch Abb. 5.2 und 5.3)
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VERGLEICH DER PEPTIDSEQUENZEN, DIE IM KONTEXT DER PHAGENKLONE
DIE BINDUNG VON HPV11-VLPs AN ZELLEN BEHINDERN KONNTEN.
Abb.5.5
Der Affinitätsfaktor wurde durch Ermittlung der Nachweisgrenze HPV11-spezifischer Phagenklone
per ELISA bestimmt. Hierbei fällt auf, dass der Klon PD2 nicht mehr als HPV11-spezifisch
gewertet werden konnte. Die entsprechende Sequenz wurde jedoch besonders häufig identifiziert
(Abb. 4.9). Durch nochmalige Sequenzierung wurde kontrolliert, ob der für weitere Versuche ge-
nutzte Phagenklon die richtige Sequenz enthielt. Da die Sequenz bestätigt wurde, könnte es sich
möglicherweise um einen Artefakt handeln. Die rekombinante Peptidsequenz hat dem Phagenklon
eventuell einen Selektionsvorteil erbracht, ist aber eigentlich HPV11-unspezifisch.
5.6. Die HPV11-spezifischen Peptide haben keinen Einfluß 
auf die Bindung von HPV11-VLPs an K562-Zellen 
Schließlich sollte die Bindung von HPV11-VLPs an K562-Zellen nach Inkubation mit den HPV-11
spezifischen Peptiden untersucht werden. Die Peptide wurden im Auftrag synthetisiert und
zyklisiert. Ein inhibitorisches Peptid ist ein kleines Molekül, das als Strukturvorlage für ein Thera-
peutikum genutzt werden kann. Zur Analyse der HPV11-spezifischen Peptide wurde ein HPV11-
VLP-Zellbindungsassay entwickelt, der die VLP-Zell-Interaktion mittels Durchfluß-Zytometrie
demonstriert. Bei dieser Meßmethode wird jede einzelne Zelle gemessen, so dass eine quantitative
Aussage über die erzielte Inhibition der HPV11-VLP-Bindung durch spezifische Peptide bzw. Anti-
körper möglich ist. Im Gegensatz zu den Phagen konnten die Peptide in hohem molaren Überschuß
mit der pro Meßprobe benötigten Menge an HPV11-VLPs inkubiert werden. Bei 3x105 K562-Zellen
pro Probe wurden 15µg HPV11-VLPs benötigt, um eine konstante Immunfluoreszenz der Zellen im
VLP-Sättigungsbereich zu erzeugen. Das entspricht 1,5x106 VLPs pro Zelle. Der hohe Überschuß
an VLPs bezogen auf die mögliche Anzahl zellulärer Rezeptoren (diese bewegt sich im Bereich von
1-2x104 Rezeptoren pro Zelle, Volpers et al, 1995; Qi et al, 1996) ist auch durch die Verwendung
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VERGLEICH VON BINDUNGSINHIBITION & AFFINITÄT ZU HPV11-VLPs
Zusammenfassung der in Tab. 4.6 und 4.8 dargestellten Ergebnisse bezüglich der Affinität
HPV11-spezifischer, rekombinanter Phagenklone zu HPV11, sowie Tendenzen zur VLP-
Bindungsinhibition. ns= nicht signifikant
von VLPs erklärbar, die nur aus dem Hauptkapsid-Protein L1 bestehen. Papillomavirus-VLPs, die
aus beiden Kapsidproteinen (L1 und L2) aufgebaut sind, binden noch besser an Zellen (Roden et
al, 1995; 1996).
Zunächst wurde der Neutralisierungsmechanismus der HPV-11 spezifischen, monoklonalen
Antikörper F1, G5 und H3 untersucht (N. Christensen, 1990). F1 und G5 konnten die Bindung der
HPV11-VLPs an Zellen inhibieren. Beide Antikörper binden an das gleiche Epitop des HPV11-
Kapsids (Ludmerer et al, 1996). Der Antikörper F1 wurde schließlich als Kontrolle der Inhibition
verwendet, da gegenüber G5 die konstanteren Werte erzielt wurden. Im Durchschnitt betrug die mit
dem Antikörper F1 erzielte Inhibition zwischen 60% und 90%. Während F1 bei einer Verdünnung
von 1:200 die beste Inhibition erzielte, wurde ein vergleichbarer Effekt mit dem Antikörper G5 erst
bei einer Verdünnung von 1:10.000 erreicht. Entweder ist die Affinität von G5 für das HPV11-
Kapsidepitop höher oder der AK liegt höher konzentriert vor. 
Nun wurden die synthetischen, HPV11-spezifischen Peptide einzeln in 100fach molarem
Überschuß, bezogen auf die theoretische Anzahl von Epitopen pro HPV11-Kapsid (Abschnitt
3.7.5), mit HPV11-VLPs inkubiert. Die Behandlung der VLPs mit dem Antikörper F1 wurde stets in
das selbe Experiment mit einbezogen. Von den Peptiden konnte nur mit PD6 eine Inhibition der
VLP-Bindung an K562-Zellen erzielt werden. Der in Abb. 4.26 gezeigte Mittelwert für PD6 zeigt
allerdings eine extrem hohe Standardabweichung, so dass eine Wiederholung des Experimentes
erforderlich war. Mit PD16 und PD18 wurde zunächst ein schwacher Rückgang der Fluoreszenz-
intensität erzielt. Das Experiment wurde daher auch mit diesen Peptiden wiederholt. Durch Inku-
bation der HPV11-VLPs mit PD6, konnte dann ein 23%iger Rückgang der Immunfluoreszenz
gegenüber unbehandelter Zellen erzielt werden (Abb. 4.27). PD16 und PD18 waren bei der Wieder-
holung inaktiv. Im Kontext des Phagens ist PD6 nicht der aussichtsreichste Kandidat für ein
bindungsinhibitorisches Peptid. Der rekombinante Phagenklon hat im Vergleich zu anderen Phagen
eine relativ niedrige Affinität zu HPV11 und konnte die Bindung von HPV11-VLPs an CV1-Zellen
nicht behindern. Interessanterweise reagierte dieser Phagenklon neben PD16 als einziger Klon mit
keinem anderen Papillomavirus-Typ als HPV11. Bezogen auf die typenspezifischen Antikörper
gegen Papillomaviren ist es möglich, dass PD6 tatsächlich das für die Rezeptorbindung
verantwortliche HPV11-Kapsidepitop erkennt (vgl. Abschnitt 5.4). Die inhibitorische Aktivität von
PD6 sollte daher mit den in Abschnitt 5.7 vorgeschlagenen experimentellen Schritten weiter
charakterisiert werden. Auf-grund zeitlicher Limitationen war es im Rahmen dieser Arbeit nicht
möglich, die Peptide weiter zu charakterisieren. 
Unklar bleibt, ob die Peptide tatsächlich alle an die HPV11-VLPs binden können. Bevor die
identifizierten HPV11-spezifischen Peptide als negativ hinsichtlich der Inhibition der VLP-Bindung
klassifiziert werden, sollte die Interaktion von HPV11-VLPs und den Peptiden bewiesen werden.
Eventuell spielt bei der Peptid-VLP-Interaktion die Art des Reaktionspuffers eine Rolle. Während
HPV11-VLPs für die ursprüngliche Peptidselektion über Phage Display undialysiert in PBS-Puffer
verdünnt wurden, mußten sie für die Zellbindungsassays dialysiert werden. Dazu wurde der für
Papillomavirus-VLPs empfohlene HS-Puffer verwendet. Die Salzkonzentrationen der beiden Puffer
sind etwa gleich hoch (vgl. 2.11), jedoch sollte die Analyse der Peptide mittels Durchfluß-
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Zytometrie in PBS wiederholt werden.
Möglicherweise ist die Affinität der monovalent vorliegenden Peptide zu gering. Die HPV11-
spezifischen Peptidsequenzen werden innerhalb der rekombinanten Phagenklone 3 bis 5-mal pro
Phagenpartikel präsentiert. Der Phagenklon kann deshalb multivalent mit dem HPV11-Kapsid
inter-agieren. Wird ein spezifisches Bindemotiv mehrmals von einem Molekül präsentiert, kann es
zu sogenannten Aviditätseffekten kommen. Dieser Begriff wurde durch die Bindungskooperativität
von Antikörpern geprägt. IgM-Antikörper besitzen z.B. 10 identische Antigenbindungsstellen, sind
also multivalent. Die Affinität einer einzelnen Bindungsstelle ist eher niedrig, präsentiert das
Antigen jedoch viele identische Epitope, wie es bei HPV-Kapsiden der Fall ist, kann die Avidität
sehr hoch sein. Die Interaktion einer Antigenbindungsstelle und einem Antigenepitop erhöht die
Affinität der zweiten Bindestelle für das zweite Epitop usw. (Janeway & Travers, 1997).
Die scheinbare Affinität kann durch die Avidität von Phagen bis zu 1000fach erhöht werden
(Clackson & Wells, 1994).
5.7. Weitere experimentelle Möglichkeiten für die Untersuchung der 
HPV11-spezifischen Peptide hinsichtlich neutralisierender Eigenschaften
a) Die Bindungsspezifität der Peptidsequenzen wird möglicherweise durch benachbarte Sequenzen
innerhalb des Phagenhüllproteins pIII positiv beeinflußt (Venkatesh et al, 2000). Aus diesem
Grund wäre zunächst eine Untersuchung von monovalenten, HPV11-spezifischen pIII-Phagenhüll-
Proteinen sinnvoll. Die Bindung einzelner pIII-Proteine an HPV11-VLPs wird nicht durch Avidität
begünstigt. Dazu sollten die entsprechenden DNA-Sequenzen mittels PCR aus dem Phagengenom
amplifiziert und in einen Expressionsvektor kloniert werden. Die Produktion von großen Mengen
der rekombinanten Protein ist so leicht möglich. Der Nachweis monovalent gebundener pIII-
Proteine an HPV11-VLPs kann zunächst mit dem, für Phagenpartikel, etablierten ELISA durch
einen pIII spezifischen Antikörper erbracht werden. Bei erfolgreicher monovalenter Bindung
könnten die entsprechenden Peptide z.B. durch „soft randomization“ optimiert werden. Dazu ist
die Konstruktion einer Randombibliothek erforderlich. Ein Mutagenese-Oligonukleotid das aus
einer Mixtur von 80% Basen besteht, welche für die bekannten Aminosäuren codieren sowie je 7%
der anderen drei Basen, generiert beispielsweise eine Peptidbibliothek in der jeder Aminosäure-
Rest mit einer Häufigkeit von 40% mutiert ist. Dabei entstehen auch Peptide, in welchen nur eine
oder wenige Aminosäuren verändert sind (Fairbrother et al, 1998). Diese neue Peptidbibliothek
müßte für die Selektion optimierter HPV11-spezifischer Peptide wieder in einen Phagen-Kontext
gebracht werden. Dazu eigenen sich sogenannte Phagemid-Vektoren, diese erlauben die Selektion
von monovalent präsentierten Peptiden.
b) Roden et al. beschrieben 1995 ein einfaches Experiment, das Moleküle mit bindungsinhibi-
torischen Eigenschaften identifiziert. Papillomavirus-Kapside können Maus-Erythrozyten durch
Bindung der präsentierten Rezeptoren miteinander vernetzen. Die Zugabe von bindungsinhibitori-
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schen Antikörpern verhindert diese Vernetzung. Durch das Absetzen der Erythrozyten in 96-Loch
U-Bodenplatten wird die Inhibition der Rezeptorbindung mit bloßem Auge sichtbar (Roden et al,
1995). Zumindest dieser Test sollte mit den vorhandenen HPV11-spezifischen Peptiden durch-
geführt werden.
c) Nicht alle HPV-spezifischen Antikörper die gegen L1-Epitope des Virus-Kapsids gerichtet sind,
neutralisieren die Virus-Infektion durch Inhibition der Rezeptorbindung. Eine weitere Gruppe von
neutralisierenden Antikörpern erlaubt die Bindung des Virus an die Wirtzelle. Als Neutralisier-
ungsmechanismus wird hierbei die Behinderung der Kapsid-Dissoziierung durch den Antikörper
vermutet (Roden et al, 1996; Booy et al, 1998). Es ist möglich, dass sich innerhalb der identifizier-
ten HPV11-spezifischen Peptide eine oder mehrere Sequenzen befinden, die eine vergleichbare
Aktivität besitzen. Einfache Zellbindungsexperimente mit HPV11-Kapsiden können Peptide mit
einem solchen Neutralisierungsmechanismus allerdings nicht identifizieren. Dazu ist die Her-
stellung von HPV11-Pseudovirionen erforderlich. Für HPV16 existieren solche Systeme bereits.
Dort sind Reportergen-tragende Plasmide von annähernd gleicher Größe des Papillomavirus-
Genoms in HPV-Kapside verpackt (Roden et al, 1996). Die Ausbildung von Pseudovirionen erfolgt
durch Ex-pression der HPV11-Kapsidproteine in Anwesenheit dieser Zielplasmide innerhalb einer
Zelle. Beeinhaltet das „als Genom“ verpackte Plasmid z.B. ein GFP-Reportergen, kann die
Infektion einer Zelle simuliert und dokumentiert werden (Rossi et al, 2000). Neutralisierende
Antikörper und Peptide können dadurch umfassender charakterisiert werden.
Zumindest die durch das Peptid PD6 erzielte Inhibition der HPV11-VLP-Bindung an Zellen sollte
mit den vorgeschlagenen experimentellen Ansätzen weiter charakterisiert werden. Wenn die inhi-
bitorische Aktivität von PD6 dabei bestätigt werden kann, sollte diese Peptidsequenz zur Erhöhung
des inhibitorischen Effektes optimiert werden.
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6. Zusammenfassung
Humanpathogene Papillomaviren (HPV) werden üblicherweise als high-risk- oder low-risk-Typen
klassifiziert. Infektionen mit high-risk-Typen können zur Ausbildung von Tumoren führen. Obwohl
low-risk-HPV-Typen nur sehr selten mit der Tumorentstehung in Verbindung gebracht werden,
stellen solche Infektionen, insbesondere mit HPV6 und HPV11 oft eine hohe, bisweilen lebens-
bedrohende Belastung für die betroffenen Patienten dar. Diese beiden HPV-Typen sind mit der
Entstehung von multiplen Papillomen im Genital- und Respirationstrakt assoziiert. Nach
chirurgischer Entfernung kommt es häufig zu Rezidiven, möglicherweise aufgrund der Freisetzung
infektiöser Virionen bei der Operation. Eine Infektion wird durch Interaktion des Virus mit einem
Wirtzell-Rezeptor initiiert. Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von Peptiden, die eine Bindung
von HPV-Virionen an Wirtzellen verhindern. Solche Peptide können im Gegensatz zu Antikörpern
als Strukturvorlage für die Entwicklung eines kostengünstigen Therapeutikums dienen.
Mit Hilfe des zunächst verwendeten Hefe-Two-Hybrid-Systems konnten keine spezifischen Peptide
isoliert werden, da das Papilllomavirus-Hauptstruktur-Protein-L1 als Zielprotein in diesem System
offenbar nicht geeignet ist. 
Deshalb wurde alternativ eine, durch den Bakteriophagen M13 präsentierte, Peptidbibliothek auf
Sequenzen hin selektioniert, die spezifisch mit HPV11 Virus-ähnlichen Partikeln (VLPs)
interagieren. Achtzehn verschiedene HPV11-spezifische Peptidsequenzen wurden identifiziert und
zunächst im Kontext der rekombinanten Phagen genauer charakterisiert. Einige Phagenklone
kreuzreagierten mit VLPs anderer Papillomavirus-Typen. Die meisten HPV11-spezifischen Peptid-
sequenzen reagierten mit dem nahe verwandten HPV-Typ 6b. Eine der Peptidsequenzen (PD11)
vermittelt die Bindung an die Typen HPV16, HPV18 und BPV1 aber nicht an HPV6. Es ist möglich,
dass ein konserviertes Rezeptor-Erkennungsmotiv auf Papillomavirus-Kapsiden existiert, da
Virionen verschiedener PV-Typen um zellpräsentierte Rezeptoren konkurrieren. Sofern also ein
solches konserviertes Motiv existiert, bindet dort keine der identifizierten Peptidsequenzen direkt.
Von achtzehn rekombinanten Phagenklonen mit unterschiedlicher Peptidsequenz konnten acht die
Bindung von HPV11-VLPs an CV1-Zellen inhibieren. Dabei waren vor allem solche Phagenklone
inhibitorisch aktiv, die eine vergleichsweise hohe Affinität zu HPV11-VLPs aufwiesen. 
Anschließend wurden die, aufgrund der Sequenz der rekombinanten Phagen hergestellten,
synthetischen Peptide untersucht. Keine der im Phagenkontext aktiven Peptidsequenzen hatte
jedoch hierbei einen inhibitorischen Einfluss auf die Bindung von HPV11-VLPs an Zellen. Ein
schwacher aber signifikanter Rückgang der Bindung von HPV11-VLPs wurde nur mit dem Peptid
PD6 erzielt, das im Kontext der Phagen allerdings inaktiv ist. Für die Entwicklung eines
inibitorischen Therapeutikums ist eine weitere Optimierung dieser Peptidsequenz erforderlich, da
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„Einfangen“ des Antigens 
Experimenteller Ansatz
Hintergrund; unspezifisches Signal, das
von Meßwerten abgezogen wird
Bezeichnung für das Zielprotein, das für
die Selektion von spezifischen Peptiden
aus einer Bibliothek eingesetzt wird
gezwungen, die Oxidation von Cysteinen
zwingt das Peptid in eine zirkuläre Form
Verstärker
hochgradige intraepitheliale Schleimhaut-
Läsion (zytologische Vorstufe von
Gebärmutterhalskrebs)
Papillomavirus-Typ, der oft mit der




Papillomavirus-Typ, der nur äußerst
selten in Tumoren detektiert wird
Paarung
Anzahl von infektiösen Virionen pro
Zelle
phagen-präsentierte Bibliothek
Ein Hemmhof, der bei der Lyse von

















High grade squamous intraepithelial region 
High-risk-Typ
L









Zufall, Hier:Ausbildung von Peptiden mit
zufälliger Sequenz
Durchsuchen einer komplexen Anzahl
unterschiedlicher Moleküle, hier Peptide,
nach spezifisch mit einem Zielprotein
(HPV11-L1) interagierenden Molekülen
Spezifische Zusammenlagerung von
Proteinen, die von der primären
Proteinsequenz vorgegeben ist,
hier:Ausbildung der viralen Kapsidhülle
Platzhalter
DNA bzw. RNA-Matrize
System zur Untersuchung von Protein-
Protein-Interaktionen. Die untersuchten
Proteine werden zunächst an zwei
verschiedene funktionelle Domänen
eines Transkriptionsfaktors fusioniert.
Dadurch werden zwei Hybrid-Proteine
gebildet. Die Interaktion der
untersuchten Proteine vermittelt die
Funktionalität der beiden Domänen des
Transkriptionsfaktors, die Transkription
zu aktivieren.
Region des Papillomavirus-Genoms, in
der sich regulatorische Sequenzen für












upstream regulating region (URR) 
(alternativ: Long Control Region)
